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La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale caractérisée 
par une perte progressive et sélective des neurones moteurs. La SLA est incurable et il n’existe 
aucun traitement efficace pour les personnes atteintes de cette maladie. Environ 90% des cas 
sont sporadiques tandis que 10% sont familiaux, et les patients décèdent généralement deux à 
cinq ans après l'apparition des premiers symptômes. De nombreuses anomalies génétiques sont 
associées à la SLA, incluant des mutations dans les protéines FUS, C9orf72, SOD-1 et TDP-43. Le 
laboratoire a développé un modèle transgénique de Caenorhabditis elegans surexprimant la 
protéine humaine mutante TDP-43(Q331K) dans les neurones moteurs GABAergiques. Nous 
avons également obtenu par mutagénèse et CRISPR-Cas9 des modèles physiologiquement 
représentatifs du nématode basés sur des mutations dans tdp-1, l'orthologue de TARDBP chez le 
C. elegans. L'objectif est de caractériser ces modèles et de déterminer s'ils peuvent récapituler 
certains aspects phénotypiques clés de la SLA, tels que des déficits moteurs et une 
neurodégénérescence dépendante de l'âge générant une paralysie. L’hypothèse est que le 
modèle TDP-1 pourra refléter plus précisément l’expression physiologique du gène dans la 
maladie humaine grâce à la mutation dans un gène endogène, l’absence de surexpression et 
l’expression ubiquitaire de la protéine TDP-1. Les résultats montrent que les modèles TDP-
43/TDP-1 ont des déficits moteurs, une transmission synaptique altérée et une 
neurodégénérescence liée à l’âge. Cependant, seule la mutation dans TDP-43 semble avoir un 
effet sur la durée de vie. Ces modèles procurent différentes expressions physiologiques des 
protéines mutantes et donc, des phénotypes de niveaux d'intensité variables. Ils constitueront 
des outils utiles pour élucider de nouveaux mécanismes pathogéniques de la SLA ainsi que de 
bons candidats pour le criblage de médicaments et le développement de stratégies 
thérapeutiques. 






Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease characterized by a 
progressive and selective loss of motor neurons. ALS is incurable and there are no effective 
treatments available for people living with the disease. About 90% of the cases are sporadic 
whereas 10% are familial, and patients usually die two to five years after symptom onset. Many 
gene defects are associated with ALS, including mutations in genes encoding FUS, C9orf72, SOD-
1 and TDP-43 proteins. We have developed a transgenic Caenorhabditis elegans model expressing 
human mutant TDP-43(Q331K) in GABAergic motor neurons. We have also obtained by 
mutagenesis and CRISPR-Cas9 physiologically accurate models based on mutations in tdp-1, the 
C. elegans ortholog of TARDBP. Our objective is to characterize these models and determine if 
they can recapitulate key aspects of the disease such as motor deficits and age-dependent 
neurodegeneration causing paralysis. We believe that the TDP-1 model will reflect more precisely 
the physiological expression of the gene in the human disease because of its mutation in an 
endogenous gene, the absence of overexpression and ubiquitous protein expression. Our results 
show that both TDP-43 and TDP-1 models have motor deficits, synaptic transmission impairments 
and age-dependent neurodegeneration. However, only the TDP-43 mutation seems to have an 
effect on lifespan. These models provide different physiological expression of mutant proteins 
and thus phenotypes of varying intensity levels. They will be useful tools to elucidate new 
pathogenic mechanisms of ALS as well as being good candidates for drug screening and 
developing therapeutic strategies. 
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Chapitre 1 – Introduction 
1.1 La sclérose latérale amyotrophique (SLA) 
1.1.1 Portrait général et statistiques 
La SLA est une maladie neurodégénérative en lien avec le vieillissement tout comme l’Alzheimer, 
le Parkinson et Huntington (1). Elle a été découverte en 1869 par le neurologue français Jean-
Martin Charcot (2). Plusieurs personnalités publiques ont reçu le diagnostic de la SLA dont l’ancien 
joueur de baseball Lou Gehrig, et le physicien, théoricien, cosmologiste et auteur Stephen 
Hawking (3). Il s’agit d’une maladie fatale caractérisée par la perte progressive et sélective des 
neurones moteurs supérieurs et inférieurs. Au fur et à mesure que les neurones moteurs 
dégénèrent, la communication entre le cerveau et les muscles est perdue. Ce manque de 
stimulation fait en sorte que les muscles du corps s’atrophient (4). La paralysie s’installe 
progressivement jusqu’à ce que celle-ci provoque une insuffisance respiratoire. Les patients 
atteints de la SLA meurent généralement 2 à 5 ans à la suite de l’apparition des premiers 
symptômes (5, 6).  
La SLA est une maladie qui touche de nombreuses personnes à travers le monde et affecte tant 
les hommes que les femmes, mais avec un plus haut risque pour les hommes (ratio estimé à 1.8:1) 
(7). Cette maladie apparaît de façon tardive avec une moyenne d’âge de 55 ans, et une médiane 
d’environ 64 ans pour les hommes et 67 ans pour les femmes (7, 8). Plus de 200 000 personnes 
vivent actuellement à travers le monde avec la maladie avec une incidence de 2 à 5 personnes 
sur 100 000 (9). Au Canada, environ 3 000 personnes sont touchées par la maladie et le taux 
d’incidence est de 2/100 000 personnes par année. Chaque année, approximativement 1 000 
Canadiens meurent de la SLA et un nombre similaire reçoivent le diagnostic (10). 
Environ 90% des cas de SLA sont sporadiques, c’est-à-dire que les causes sont multifactorielles et 
aléatoires, et 10% sont familiaux, transmis de façon héréditaire (11). De nombreux facteurs de 
risques peuvent être impliqués dans la forme sporadique incluant des facteurs environnementaux 
et alimentaires. Il peut s’agir, entre autres, de la fumée de cigarette, de certains gènes associés à 
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l’exercice physique, d’une exposition chimique ou de métaux, de rayonnement et champs 
électromagnétiques ou d’un ensemble de plusieurs facteurs (11, 12). Toujours à ce jour, la SLA 
est incurable et il n’existe aucun traitement efficace pour les personnes atteintes de cette 
maladie. 
1.1.2 Symptômes cliniques 
Il existe deux différentes formes de la SLA, soit la forme spinale et la forme bulbaire (13). Environ 
70% des patients présentent la forme spinale qui est caractérisée par des faiblesses, des 
contractions et des crampes musculaires des membres aboutissant à une atrophie des muscles. 
Cette forme est responsable de la dégénérescence des neurones moteurs de la moelle épinière. 
Environ 30% des patients développent plutôt la forme bulbaire dans laquelle les muscles de 
l’élocution, de la déglutition et de la respiration dégénèrent en premier. (14). Cette forme se 
manifeste chez les patients par une désorganisation des mots due à une altération des 
mouvements de la langue et une difficulté à avaler (15). La forme bulbaire est la forme la plus 
dévastatrice puisque ce sont ces patients qui déclinent le plus rapidement. Ils survivent en général 
moins longtemps que les patients atteints de la forme spinale (moins que 2 ans après le 
diagnostic) et leur qualité de vie est réduite de façon significative. De plus, des études suggèrent 
que la forme bulbaire pourrait présenter un fardeau accru de troubles cognitifs et/ou du langage. 
Par contre, la majorité des patients atteints de la forme spinale, soit environ 85%, vont 
développer des symptômes bulbaires avec la progression de la maladie (14). Environ 20% des 
individus vivant avec la SLA vont aussi développer une démence fronto-temporale (DFT) qui est 
un trouble cérébral progressif qui affecte la personnalité, le comportement et le langage. Au 
niveau clinique, ces deux maladies peuvent se chevaucher et générer le trouble du spectre fronto-
temporal de la SLA. La communication devient donc très difficile avec la progression de la maladie 
pour ces patients SLA-DFT (16, 17). 
1.1.3 Gènes associés à la SLA 
Depuis quelques décennies, plusieurs anomalies génétiques ont été associées à la SLA, dont des 
mutations dans des gènes causant la forme familiale et qui peuvent aussi contribuer au 
développement de la forme sporadique. 
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Des mutations dans le gène C9orf72 représentent la plus grande proportion soit 30-40% des 
patients atteints de la SLA familiale. La protéine encodée par ce gène joue un rôle dans la 
régulation du trafic des endosomes. Elle semble également interagir avec les protéines Rab qui 
sont impliquées dans l’autophagie et le transport endocytaire. Une expansion répétée de la 
séquence GGGGCC dans le premier intron du gène C9orf72 semble être la cause la plus fréquente 
de la SLA et la DFT, mais le mécanisme pathologique reste encore incompris (18). Trois 
mécanismes pathologiques différents ont été proposés soit la perte de fonction de la protéine 
C9orf72, le gain de fonction toxique de l’ARN répété C9orf72 ou encore la production de protéines 
dipeptidiques due à la répétition par une traduction sans codon d’initiation. Cela dit, il se peut 
également que la pathogénicité passe par la combinaison de ces trois mécanismes (19). 
Des mutations dans le gène SOD1 (superoxide dismutase 1) représentent environ 15-20% des cas 
de SLA familiale (20). La protéine SOD1 se lie aux ions de cuivre et de zinc et est une isoenzyme 
responsable de la destruction des radicaux libres superoxydes dans le corps. Environ 185 
mutations différentes associées à la SLA ont été identifiées dans les exons de SOD1 et elles 
semblent toutes passer par un mécanisme de gain de fonction toxique en augmentant le stress 
oxydatif (21, 22). Plusieurs mécanismes de toxicité ont été proposés incluant une excitotoxicité, 
une neuroinflammation, une perte d’homéostasie protéique, un dysfonctionnement 
mitochondrial et un transport axonal défectueux. Les neurones sont particulièrement vulnérables 
à ce type de perturbations et celles-ci peuvent contribuer au développement de maladies 
neurodégénératives (22).  
Environ 5% des cas de SLA de type familial comportent des mutations dans le gène TARDBP (« 
TAR DNA Binding Protein-43 ») qui code pour la protéine TDP-43 (23). TDP-43 est une protéine 
de liaison à l’ADN/ARN localisée majoritairement dans le noyau, et qui joue un rôle dans la 
régulation de la transcription, de l’épissage et de la stabilité de l’ARN (24). Dans des cas 
pathologiques, TDP-43 est hyperphosphorylée, ubiquitinée, clivée et se retrouve majoritairement 
dans le cytoplasme où elle s’agrège et forme des inclusions dans les neurones moteurs (25). De 
plus, TDP-43 s’assemble dans des granules de stress (GS) à la suite d’une exposition au stress que 
ce soit par stress oxydatif, choc thermique, infection virale ou produits chimiques. En fait, TDP-43 
est également impliquée dans l’assemblage et la maintenance des GS. Plusieurs mutations dans 
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le gène TARDBP affectent différemment la dynamique des GS de façon à ce que ces dernières 
puissent être protectrices pour la cellule ou non. Ainsi, l’accumulation et l’agrégation 
cytoplasmique de TDP-43 dans des corps d’inclusions confèrent une perte de fonction ainsi qu’un 
gain de fonction toxique (26). 
Comme pour le gène TARDBP, des mutations dans l’oncogène FUS (« Fused in Sarcoma ») 
représentent environ 5% des cas de SLA familial (27). FUS est également une protéine de liaison 
à l’ADN/ARN qui possède un rôle dans plusieurs processus cellulaires comme la régulation de la 
transcription, de l’épissage, du transport de l’ARN et la réparation de l’ADN (28). Étant donné que 
TDP-43 et FUS possèdent certaines similarités de fonctions, il est possible de supposer que ces 
deux protéines pourraient avoir les mêmes mécanismes pathologiques générant une 
neurodégénérescence. Tout comme TDP-43, la pathologie de FUS est caractérisée par une 
mauvaise localisation de la protéine au cytoplasme et simultanément, une réduction de son 
expression nucléaire dans les neurones affectés (29). Par contre, de plus en plus d’études 
suggèrent que des mutations dans FUS ciblent des mécanismes différents pour engendrer une 
apparition précoce et une progression agressive de la maladie (30). 
1.1.4 Possibilités thérapeutiques 
Le développement de thérapies efficaces représente un réel défi pour la communauté 
scientifique. Ceci peut être expliqué par le fait que la SLA est une maladie complexe et 
multifactorielle. Encore à ce jour, aucun traitement ne permet de ralentir de manière significative 
ou d’arrêter la progression de la maladie. Malgré plusieurs essais cliniques, les seuls médicaments 
approuvés par la FDA américaine (« Food and Drug Administration ») sont le riluzole et le Radicava 
(edaravone) (31). Ces deux médicaments semblent être en mesure de ralentir la progression de 
la maladie et prolonger l’espérance de vie des patients. Par contre, leurs effets sur ces deux 
paramètres sont très modestes et peu convaincants (32). 
Le riluzole est le premier traitement systémique qui a été approuvé par la FDA en 1995 (33). Ce 
médicament retarde le déclin de la capacité respiratoire et prolonge la survie moyenne des 
patients atteints de la SLA (34). Le riluzole est un inhibiteur de la neurotransmission 
glutamatergique et donc empêche la libération du glutamate dans la fente synaptique. Les 
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niveaux de glutamate semblent augmenter de façon significative dans le cerveau et la moelle 
épinière des patients ce qui endommage les cellules nerveuses. Le mécanisme d’action repose 
sur le fait qu’en diminuant l’accumulation du glutamate dans la fente synaptique, la détérioration 
des neurones moteurs est ralentie (35).  
L’edaravone a récemment été approuvé par la FDA en mai 2017 et par Santé Canada en octobre 
2018 (36). Le mécanisme d’action exacte de ce traitement pour la SLA reste encore inconnu, mais 
son effet thérapeutique semble passer par ses propriétés antioxydantes. En effet, le stress 
oxydatif est un des processus qui est impliqué dans la dégénérescence des neurones. Ainsi, 
l’edaravone diminuerait les effets du stress oxydatif dans la SLA (31).  
D’autres thérapies sont présentement en investigation et semblent prometteuses. En effet, 
l’apilimod est une molécule inhibitrice de PIKFYVE, une enzyme également connue sous le nom 
de phosphoinositide 3-kinase. Cette enzyme est impliquée dans de nombreux processus incluant 
le trafic membranaire. Ainsi, l’inhibition de PIKFYVE semble améliorer ce processus dans les 
neurones, puisque la modulation du trafic vésiculaire est normalement affectée dans la SLA 
impliquant C9orf72 (18). 
Le pimozide est un médicament antipsychotique déjà approuvé par la FDA et utilisé pour traiter 
des psychoses chroniques, comme la schizophrénie. Dans ce contexte, le pimozide possède 
principalement une activité de blocage des récepteurs de la dopamine D2. Dans un contexte de 
neurodégénérescence, l’évaluation de comportements moteurs est indépendante de l’action de 
la dopamine. Son mécanisme d’action repose sur le fait qu’il bloque les canaux Ca2+ de type T ce 
qui semble améliorer la transmission dans les jonctions neuromusculaires. Ce médicament est 
présentement en phase 2 clinique pour évaluer s’il peut, par son mécanisme d’action, retarder la 
progression de la maladie chez des patients atteints de la SLA (37). 
1.2 Protéine TDP-43 
1.2.1 Structures et caractéristiques 
La protéine TDP-43 (« TAR DNA binding protein-43 ») a été identifiée en 1995 comme répresseur 
de la transcription de VIH-1 (virus de l’immunodéficience humaine) et est importante pour la 
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régulation de l’expression du gène viral. Cette protéine de liaison à l’ARN et l’ADN de masse 
molaire de 43 kDa est hautement conservée, exprimée de façon ubiquitaire et fait partie de la 
grande famille hnRNP (« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein ») (24). Cette famille 
comprend des protéines qui peuvent se lier à l’ARN de façon séquence-spécifique via la présence 
de RRMs (« RNA recognition motifs »). TDP-43 contient 414 acides aminés (aa) et son gène codant, 
TARDBP, se situe sur le chromosome 1. Cette protéine comprend une région N-terminal (1-102 
aa) avec un signal de localisation nucléaire (NLS, 82-98 aa), deux RRMs : RRM1 (104-176 aa) et 
RRM2 (192-262 aa), un signal d’export nucléaire (NES, 239-250 aa), et une région C-terminal (274-
414 aa) qui contient un domaine riche en glutamine et asparagine (345-366 aa) ainsi qu’une 
région riche en glycine (366-414 aa) (Figure 1). La structure complète de TDP-43 n’a pas encore 
été déterminée à cause de sa faible solubilité in vitro et de sa haute capacité à s’agréger. Par 
contre, certains groupes de recherche ont été en mesure de déterminer des structures de hautes 





Figure 1. –  Organisation des éléments structurels de TDP-43. 
TDP-43 comprend un domaine N-terminal, deux domaines « RNA recognition motifs » (RRMs), un 
signal d’export nucléaire (NES), un signal de localisation nucléaire (NLS), un domaine C-terminal 
de type « prion-like » (avec des régions riches en glutamine/asparagine et glycine) et des motifs 
de localisation mitochondriale. Des mutations de type sporadique ou familial liées à la SLA et à la 
DFT y sont illustrées. Figure adaptée de (26). 
 
Dans des conditions physiologiques normales, TDP-43 serait nativement dimérique ou en 
équilibre entre un monomère et un dimère. La dimérisation de TDP-43 se produit grâce à des 
interactions entre des résidus du domaine N-terminal. Par contre, certains disent que la 
dimérisation est nécessaire pour ses fonctions physiologiques tandis que d’autres prétendent 
qu’elle serait impliquée dans l’agrégation. Des mutations dans le signal de localisation nucléaire 
(NLS) qui se situe dans le domaine N-terminal induit une relocalisation cytoplasmique et une 
agrégation de TDP-43 (26). 
Les protéines de liaison à l’ARN possèdent des « RNA recognition motifs » (RRM) hautement 
conservés et ceux-ci sont parmi les domaines protéiques les plus abondants chez les eucaryotes. 
Ces domaines séparés de 15 acides aminés dans TDP-43 sont responsables des interactions 
directes avec les molécules d’ARN/ADN cibles. Des mutations dans les RRM semblent empêcher 
la capacité de liaison sans interférer de façon significative avec la reconnaissance de l’ARN. La 
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liaison à l’ADN et l’ARN simple brin semble augmenter la solubilité de TDP-43 et par le fait même, 
prévenir son agrégation. La protéine TDP-43 se lie à la région 3’ non-traduite (UTR) de plusieurs 
transcrits ARNm, mais également à son propre ARNm comme mécanisme d’autorégulation pour 
réguler sa concentration intracellulaire (26, 38). 
La région C-terminal de TDP-43 est très hétérogène et comprend une région riche en glycine et 
aussi un segment enrichi en glutamine (Q) et asparagine (N). Cette composition est très similaire 
aux domaines « prion-like » et beaucoup de protéines de liaisons à l’ARN/ADN arborent ce genre 
de domaine. La région C-terminal semble particulièrement impliquée dans la pathologie de TDP-
43. Comme les domaines « prion-like », ce domaine est désordonné et prédisposé à une 
agrégation pathologique. C’est également dans la région C-terminal que l’on retrouve la majorité 
des mutations et sites de phosphorylation associés à la SLA (Figure 1). De plus, dû à une activité 
aberrante de caspases, certains fragments de 25-35 kDa de la région C-terminal sont produits 
(26). Ces fragments sont très délétères pour les cellules et se retrouvent majoritairement dans 
les corps d’inclusions. Plus récemment, la région C-terminal de TDP-43 semble pouvoir subir une 
séparation de phase liquide-liquide (LLPS) pour former des gouttelettes de protéines dynamiques. 
Les résidus de la région C-terminal peuvent engendrer des interactions modérées au sein des 
gouttelettes pour générer la formation de granules de stress. La formation d’agrégats 
irréversibles est causée par les gouttelettes qui subissent une séparation de phase liquide à solide 
due à des mutations, du stress ou le vieillissement (26, 38). 
Ainsi, la compréhension de la fonction de chacun des domaines de TDP-43 est indispensable pour 
pouvoir tenter d’élucider son rôle et sa pathologie dans les protéinopathies où elle est impliquée. 
En effet, l’accumulation de TDP-43 en inclusions est liée à de nombreuses conditions 
neurodégénératives autres que la SLA, de sorte que les protéinopathies de TDP-43 peuvent être 
considérées comme une catégorie à part entière (39, 40). 
1.2.2 Fonctions physiologiques normales et pathologiques 
TDP-43 est principalement localisée dans le noyau où elle exerce ses fonctions principales, mais 
elle peut également transférer dans le cytoplasme pour en effectuer d’autres. Cette protéine 
possède de nombreuses fonctions dont être impliquée dans la transcription, l’épissage, la 
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traduction, la stabilisation, la maturation et le transport d’ARNm. TDP-43 se lie à environ 6 000 
transcrits d’ARNm ce qui représente près de 30% du transcriptome entier (41). Cette protéine se 
lie avec une haute spécificité à des séquences d’ARN riche en UG, mais également aux 3’UTR 
d’ARNm lorsque localisée dans le cytoplasme (Figure 2). Dans des conditions pathologiques 
comme la SLA, la concentration cytoplasmique de TDP-43 augmente ce qui engendre la formation 
de corps d’inclusions (26). Ces inclusions peuvent être particulièrement dommageables pour des 
cellules comme les neurones moteurs. 
 
Figure 2. –  Les différentes fonctions cellulaires de TDP-43. 
TDP-43 est impliquée dans plusieurs processus dont la transcription, l’épissage, le maintien de la 
stabilité des ARN et plus encore. C’est une protéine majoritairement nucléaire, mais elle peut 
transloquer au cytoplasme. Dans le cytoplasme, TDP-43 participe à la formation des granules de 
stress (26). 
 
TDP-43 se localise aux sites de transcription pour réguler l’épissage de plusieurs transcrits de 
gènes importants comme le régulateur de conductance transmembranaire de la fibrose kystique 
(CFTR), FUS (Fused in Sarcoma), SNCA (α-synuclein), HTT (Huntingtin), APP (précurseur de 
protéine amyloïde), etc. Une déplétion de TDP-43 au niveau du noyau engendre une déficience 
de l’épissage d’ARNm. En contrepartie, une abondance de TDP-43 peut former des complexes 
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non fonctionnels dus à une limitation de la présence des partenaires de liaison protéiques (26). 
Ainsi, une dérégulation de TDP-43 engendre des problèmes d’épissages dans les neurones 
moteurs.  
En liant des transcrits d’ARNm, TDP-43 stabilise ces derniers incluant son propre ARNm. 
L’interaction de TDP-43 avec les séquences 3’UTR des ARNm peut les réguler de façon positive ou 
négative. L’association TDP-43/ARN forme des granules de ribonucléoprotéines (RNP) qui 
permettent le transport des ARNm à des sites distants dans la cellule (38). Cette fonction est donc 
très importante pour des types cellulaires très polaires comme les neurones.  
Des études protéomiques ont généré le profil d’interaction protéique de TDP-43 ce qui a permis 
d’identifier des partenaires d’interaction impliqués dans le métabolisme d’ARN. TDP-43 peut 
former des complexes avec d’autres protéines impliquées dans la machinerie de traduction 
comme les ribosomes. De plus, TDP-43 peut réguler de façon négative la traduction de plusieurs 
ARNm en séquestrant des facteurs de traduction dans des granules de stress (26). 
La formation rapide de granules de stress (GS) sans membrane dans le cytoplasme est un 
mécanisme de protection cellulaire engendré par une exposition au stress comme un stress 
oxydatif, un choc thermique, une infection virale, une exposition chimique, etc. Dans des 
conditions normales, le processus de formation des GS est réversible et elles se dissolvent une 
fois que le stress est terminé. Les cellules neuronales semblent particulièrement sensibles à celui-
ci et un dysfonctionnement au niveau des mécanismes de réponse au stress pourrait contribuer 
à la conversion des GS en corps d’inclusion qui sont retrouvés chez des patients atteints de la SLA. 
TDP-43 s’assemble en GS et est également impliquée dans l’assemblage et le maintien de 
l’intégrité de ceux-ci. Ainsi, des mutations associées à la SLA dans la protéine TDP-43 peuvent 
affecter différemment la dynamique des GS (38).  
La phosphorylation et l’ubiquitination sont les deux modifications post-traductionnelles (MPT) les 
plus souvent retrouvées dans TDP-43 dans un contexte pathologique (42). TDP-43 possède 
plusieurs acides aminés qui peuvent être de potentiels sites de phosphorylation. L’augmentation 
de la mauvaise localisation cytoplasmique de TDP-43 ainsi que de son agrégation dans les cellules 
neuronales est directement liée à sa phosphorylation (26). Des inclusions de TDP-43 
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phosphorylée ont été retrouvées dans le cortex cérébral et des cellules de la moelle épinière de 
patients SLA. Des inclusions de TDP-43 ubiquitinée ont également été observées dans le cerveau 
de patients atteints de la SLA (43). Des mutations sur les sites d’ubiquitination ont pour effet de 
diminuer l’accumulation de TDP-43, ce qui suggère que l’ubiquitination pourrait moduler 
l’agrégation de TDP-43 (44). TDP-43 peut également subir d’autres MPT comme l’acétylation, 
l’ADP-ribosylation ou encore l’oxydation de cystéine (26). 
1.3 L’organisme modèle Caenorhabditis elegans 
1.3.1 Pertinence de C. elegans comme modèle de recherche 
L’organisme Caenorhabditis elegans a été publié pour la première fois en 1899 par Émile Maupas 
qui s’intéressait à son mode de reproduction (45). Ce modèle a pris une importance remarquable 
grâce aux travaux de Sydney Brenner dans les années 1960. Il recherchait un organisme 
multicellulaire qui serait un bon modèle de recherche pour étudier simultanément la génétique, 
l’anatomie neuronale et le développement (46). En effet, le nématode C. elegans comporte 
plusieurs avantages dont une petite taille (1 mm à l’âge adulte), un génome compact, un cycle de 
développement rapide (3 à 5 jours à 20°C), un cycle de vie relativement court (20-30 jours), une 
reproduction hermaphrodite rapide, une simple manipulation génétique (présence de mâle), un 
simple système nerveux ainsi qu’une transparence constante durant son cycle de vie (Figure 3) 
(47-49). Entre 60-80% des gènes humains possèdent un orthologue chez le C. elegans selon 
l’approche bio-informatique utilisée (50, 51). Ainsi, la conservation des gènes, des molécules et 
des interactions génétiques constitue un net avantage pour étudier la génétique avec ce modèle. 
Dans le contexte de l’étude de maladies neurodégénératives, le nématode devient un modèle de 
choix si celui-ci possède un homologue du gène causant de la maladie humaine. En effet, il est 
estimé qu’environ 40% des gènes de maladies humaines ont un orthologue dans le génome de C. 
elegans (52). L’utilisation de ce modèle constitue un moyen simple et rapide pour identifier des 




Figure 3. –  Les différents stades du cycle de vie de C. elegans à 22 °C de la fertilisation jusqu’au 
stade adulte.  
Les nombres en bleu correspondent à la durée de chaque stade (47). 
1.3.2 Anatomie du système nerveux de C. elegans 
C. elegans possède un simple système nerveux, mais qui a été largement étudié. Chez l’adulte 
hermaphrodite, il est constitué de 302 neurones au total. Ces neurones appartiennent à deux 
systèmes nerveux indépendants, soit le système nerveux somatique (282 neurones) et le système 
nerveux du pharynx (20 neurones) (53). Les neurones du nématode communiquent à travers 
environ 6400 synapses chimiques, 900 jonctions gap et 1500 jonctions neuromusculaires (54). Les 
neurones de C. elegans peuvent être classés selon quatre catégories fonctionnelles, soit les 
neurones moteurs (contacts synaptiques avec les cellules musculaires), les neurones sensoriels 
(spécialisation sensorielle, exemple : comportementale), les interneurones (reçoivent et envoient 
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des synapses sur d’autres neurones) et les neurones polymodaux (qui possèdent plusieurs 
fonctions) (55). 
La catégorie des neurones moteurs comprend 113 des 302 neurones de C. elegans. Ceux-ci 
contrôlent la reptation (« crawling »), la nage ainsi que la motilité des systèmes alimentaires et 
reproducteurs des nématodes. Cette catégorie se subdivise en 8 classes supplémentaires : AS, 
DA, DB, DD, VA, VB, VC, et VD (55). Les neurones moteurs de type A,B- sont cholinergiques et 
excitateurs tandis que ceux de type D- sont GABAergiques et inhibiteurs. Les 26 neurones moteurs 
GABAergiques sécrétant l’acide γ-aminobutyrique est le principal neurotransmetteur inhibiteur 
chez le C. elegans (Figure 4) (56). Le préfixe V- ou D- correspond à la localisation d’innervation, 
soit ventrale ou dorsale. Les corps cellulaires des neurones moteurs GABAergiques se retrouvent 
sur la corde ventrale du nématode. 
 
Figure 4. –  Le système nerveux moteur GABAergique. 
(A) Représentation fluorescente des 26 neurones GABAergiques d’un hermaphrodite adulte. (B) 
Représentation schématique de la position des 26 neurones GABAergiques (57). 
 
Les neurones moteurs de type D- reçoivent au niveau post-synaptique des JNM des innervations 
des neurones moteurs excitateurs (de type A- ou B-). Les neurones de type D- ventral ou dorsal 
interagissent comme des inhibiteurs croisés. Ainsi, lorsqu’un groupe de muscles ventraux ou 
dorsaux est activé par un neurone moteur cholinergique, le groupe de muscles opposé est inhibé 
et donc, détendu (54). 
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1.3.3 Protéine TDP-1 
La protéine TDP-1 chez le C. elegans est l’orthologue de TDP-43 chez l’humain. Ces deux protéines 
possèdent 414 acides aminés (isoforme c pour TDP-1) et ont 38% d’homologie sur 306 résidus de 
chevauchement (Figure 5A) (58). TDP-1 possède des domaines très similaires à TDP-43 excepté 
qu’elle ne possède pas de région riche en glycine (Figure 5B). En termes de fonctions, TDP-1 
présente également une activité de liaison à l’ARN et joue un rôle dans la régulation de 
l’homéostasie des protéines (59). Cette protéine est impliquée dans plusieurs processus comme 
la détermination de la durée de vie, la réponse hyperosmotique et la réponse au stress oxydatif. 







Figure 5. –  Comparaison entre les protéines orthologues TDP-43 et TDP-1. 
(A) Alignement des séquences d’acides aminés entre TDP-43 (isoforme 1, humain) et TDP-1 
(isoforme c, C. elegans) (61). (B) Comparaison schématique des différents domaines des protéines 
TDP-43 (isoforme 1, humain) et TDP-1 (isoforme a, C. elegans). Figure adaptée de (62). 
 
1.3.4 Différents modèles de C. elegans pour la SLA 
Plusieurs modèles de C. elegans pour la SLA ont été générés dans les dernières années possédant 
chacun leurs caractéristiques et leurs phénotypes propres.  
Des modèles de C. elegans ont été produits pour étudier l’agrégation toxique de la protéine SOD1. 
Comme mentionné précédemment, des mutations dans SOD1 sont retrouvées dans des cas de 
SLA familiale. Le groupe de recherche a exprimé des protéines SOD1 mutantes et de type sauvage 
(WT SOD1) dans les cellules de la paroi musculaire du nématode sous le promoteur tissu-
spécifique unc-54. Les modèles transgéniques expriment trois mutations distinctes de la protéine 
associées à la SLA, soit G85R, G93A et 127X. Leurs résultats montrent que l’expression dans les 
muscles de ces trois mutations entraîne une faible toxicité dont un dysfonctionnement cellulaire 
léger et une apparition d’agrégats de protéines possédant des caractéristiques morphologiques 
distinctes. Par contre, ils ont trouvé qu’en intégrant des mutations sensibles à la température en 
arrière-plan, les modèles révèlent d’autres phénotypes davantage toxiques qui ne sont pas 
présents dans les souches exprimant uniquement les mutants SOD1 (63). 
Un autre groupe a généré un modèle exprimant la protéine humaine SOD1 avec la mutation 
associée à la SLA, G85R, dans les neurones de C. elegans sous le promoteur pan-neuronal snb-1. 
Leur modèle arbore des défauts de locomotion associés à une agrégation et un 
dysfonctionnement synaptique (64). 
Les deux exemples précédents sont des modèles de surexpression qui décrivent un gain de 
fonction toxique de SOD1 qui est retrouvé dans la pathogénèse de la SLA. Par contre, l’impact de 
la perte de fonction de SOD1 ne peut pas être étudié dans ces modèles. Un groupe de recherche 
a donc généré plusieurs modèles « knock-in » à copie unique du gène endogène sod-1 ayant des 
mutations retrouvées chez des patients atteints de la SLA. Il a été observé que les mutations 
avaient un impact différent sur la neurodégénérescence glutamatergique et cholinergique. 
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Cependant, aucune neurodégénérescence n’a été observée dans les populations de neurones 
dopaminergiques et sérotoninergiques (65). 
Des modèles transgéniques de C. elegans ont été générés intégrant le gène humain tdp-43 dans 
le système nerveux sous le promoteur pan-neuronal snb-1. Un groupe a exprimé la protéine 
humaine TDP-43 de type sauvage ainsi que des formes mutantes associées à la SLA, Q331K et 
M337V, de façon pan-neuronale. Ces modèles de C. elegans développent de sévères défauts de 
locomotions liés à l’agrégation de TDP-43 dans les neurones. Par contre, ils ne présentent pas de 
perte significative de neurones ni d’anomalies dans la morphologie de ceux-ci. Les défauts de 
locomotions semblent plutôt passer par une faible efficacité de la transmission synaptique (66). 
Un autre groupe a exprimé les mutations suivantes associées à la SLA dans les neurones de C. 
elegans (promoteur snb-1): G290A, A315T et M337V. Leurs modèles sont en mesure de 
reproduire certaines caractéristiques clés de la SLA comme une diminution de la fonction motrice 
induite par l’âge, une réduction de la durée de vie, une dégénérescence des neurones moteurs, 
et une hyperphosphorylation, troncation et ubiquitination de TDP-43 qui s’accumule dans des 
dépôts protéiques insolubles (67). 
Plus récemment, des souches transgéniques de C. elegans ont été générées exprimant les 
protéines humaines de type sauvage TDP-43 et FUS dans les neurones moteurs GABAergiques 
(promoteur unc-47) ainsi que des souches arborant des mutations cliniques, A315T et S57Δ dans 
les protéines respectives. Ces modèles mutants présentent une perte de motilité, une paralysie 
progressive et une dégénérescence neuronale en fonction de l’âge comparativement aux souches 
de type sauvage. De plus, les protéines TDP-43 et FUS mutantes semblent hautement insolubles 
contrairement à celles de type sauvage suggérant que la toxicité engendrée pourrait passer par 
un défaut de repliement de ces protéines (68).  
Un autre groupe a généré une série de modèles de C. elegans ayant diverses mutations liées à la 
SLA dans la protéine humaine FUS selon leur sévérité clinique. Chaque modèle exprime la 
protéine FUS avec une des mutations suivantes R514G, R521G, R522G ou P525L de façon pan-
neuronale sous le promoteur snb-1. Ces mutants provoquent, par un effet de gain de fonction 
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dominant, une mauvaise localisation cytoplasmique de la protéine, un dysfonctionnement 
moteur progressif et une réduction de la durée de vie des nématodes (69). 
Il y a quelques années, un groupe de recherche a élaboré un modèle de C. elegans exprimant des 
protéines de répétitions dipeptidiques dans les neurones moteurs GABAergiques (promoteur 
unc-47) pour tenter de reproduire la toxicité liée au gène humain C9orf72 dans la SLA. En effet, le 
C. elegans contient un gène homologue, alfa-1, mais celui-ci ne contient pas la séquence 
répétitive GGGGCC (voir la section 1.1.3). Ainsi, leur modèle démontre des rôles importants pour 
le vieillissement et la localisation des protéines dans la toxicité des dipeptides (70). 
1.4 Autres modèles de recherche pour la SLA 
Outre les modèles de C. elegans, plusieurs autres types de modèles ont été et doivent être 
générés pour pouvoir étudier les mécanismes de développement de la SLA et d’autres 
protéinopathies. 
Des modèles de levures utilisant l’organisme Saccharomyces cerevisiae ont été développés pour 
pouvoir étudier les mécanismes pathologiques de TDP-43 dans la SLA. Ces études ont permis 
d’examiner la délocalisation et l’agrégation de TDP-43 entre autres. Des modèles de levure 
présentant une toxicité liée à l’agrégation des protéines FUS ou SOD1 ont également été 
répertoriés (71). 
La drosophile présente plusieurs caractéristiques communes avec le nématode C. elegans soit un 
simple système nerveux, une courte espérance de vie et le fait de posséder plusieurs gènes 
hautement conservés avec l’humain. Les effets de plusieurs mutations associées à la SLA ont été 
caractérisés chez la mouche, dont des mutations dans les protéines SOD1, FUS, TARDBP, C9orf72 
et plus encore. En effet, les études d’interactions génétiques dans la drosophile ont été 
innovatrices dans la découverte de mécanismes moléculaires et cellulaires pathologiques de la 
SLA (72). 
Un modèle vertébré plus élaboré comme le poisson-zèbre permet de partager davantage 
d’aspects anatomiques et développementaux avec l’humain tout en restant petit et relativement 
simple. Des modèles de gain et de perte de fonctions de la protéine C9orf72 ont été développés 
34 
chez le poisson-zèbre tout comme un modèle mutant de la protéine SOD1 (G93R) et de TDP-43 
(A315T et Q331K). Chacun de ces modèles présente un certain nombre de caractéristiques 
associées à la SLA (73).  
Des modèles comme la souris ou le rat ont l’avantage de posséder des systèmes plus gros et 
complexes qui se rapprochent davantage de l’humain, et qui sont utiles pour développer des 
thérapies potentielles. Le modèle de souris le plus utilisé pour étudier la SLA est celui qui exprime 
la protéine humaine SOD1 avec la mutation G93A. L’avantage de ce modèle est qu’il présente une 
dégénérescence rapide des neurones moteurs conduisant à une paralysie et une mort dans les 5 
premiers mois de vie. Par contre, ces souris ont tendance à supprimer un nombre de copies de 
façon spontanée ce qui peut affecter directement la gravité de la maladie (73). Un autre modèle 
de souris a été développé exprimant la protéine humaine mutante TDP-43(Q331K). Ce modèle 
possède plusieurs caractéristiques clés de la SLA comme un dysfonctionnement moteur 
progressif, une atrophie musculaire, une perturbation de l’intégrité des jonctions 
neuromusculaires, une dégénérescence des neurones moteurs, et ce, à l’âge de 10 mois. Par 
contre, le phénotype moteur de ce modèle est limité aux neurones moteurs inférieurs et aucune 
agrégation cytoplasmique ou exportation nucléaire de TDP-43 n’a été identifiée (73).  
Ainsi, l’élaboration de ces différents modèles a pour but de les employer comme outils pour 
étudier les mécanismes de toxicité mettant en jeu TDP-43 ou d’autres protéines impliquées dans 
la SLA. Chaque modèle possède ses avantages et inconvénients, il s’agit de choisir ou de générer 
celui qui permettra de répondre à la problématique posée. 
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1.5 Objectifs du projet recherche 
1.5.1 Problématique 
La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale caractérisée 
par une perte progressive et sélective des neurones moteurs supérieurs et inférieurs. Cette 
maladie apparaît de façon tardive avec une moyenne d’âge de 55 ans et les patients atteints de 
la SLA meurent généralement d’une insuffisance ventilatoire 2 à 5 ans après l’apparition des 
premiers symptômes (4-8). La SLA est incurable et il n’existe aucun traitement efficace pour les 
personnes atteintes de cette maladie. 
Ainsi, l’étude des mécanismes moléculaires et des voies de signalisation impliqués dans la SLA est 
primordiale pour être en mesure d’en apprendre davantage sur cette maladie. Une meilleure 
compréhension de la SLA permettra, éventuellement, de développer de nouveaux traitements 
qui pourront ralentir de façon significative la progression de la maladie et dans le meilleur des 
cas, traiter efficacement les patients atteints. Par conséquent, l’élaboration de modèles de 
recherche est essentielle pour pouvoir étudier les mécanismes intrinsèques de la SLA avant de 
poursuivre à la recherche clinique.  
Le laboratoire a précédemment développé un modèle transgénique de C. elegans surexprimant 
la protéine humaine TDP-43 de type sauvage (WT) et mutante (Q331K) sous le promoteur 
spécifique des neurones moteurs GABAergiques, unc-47. La mutation Q331K est un défaut 
génétique que l’on retrouve chez des patients atteints de la SLA. Le laboratoire a également 
obtenu par mutagenèse et CRISPR/Cas9 des modèles physiologiquement représentatifs du 
nématode basés sur des mutations endogènes dans tdp-1, l'orthologue de TARDBP. 
1.5.2 Hypothèse et objectifs 
Le but du projet est de caractériser les modèles transgéniques TDP-43 et endogènes TDP-1 de C. 
elegans pour déterminer si ceux-ci peuvent récapituler certains aspects phénotypiques clés de la 
maladie SLA tels que des déficits moteurs et une neurodégénérescence liée à l’âge générant une 
paralysie. 
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L’hypothèse est que le modèle TDP-1 pourra refléter plus précisément l’expression physiologique 
du gène dans la maladie humaine grâce à la mutation dans un gène endogène, l’absence de 
surexpression et l’expression ubiquitaire de la protéine TDP-1. 
Pour être en mesure de répondre à l’hypothèse du projet de recherche, deux objectifs sont 
proposés : 
I. Explorer l’impact des mutations TDP-43/TDP-1 sur l’aspect physiologique des modèles. 
 




Chapitre 2 – Matériels et méthodes 
2.1 Maintenance des souches C. elegans 
Des méthodes standard de culture et de manipulation des nématodes ont été utilisées, comme 
déjà décrites précédemment (74). Les nématodes ont été maintenus sur des boîtes de Petri 
standards de milieux de croissance de nématodes (NGM) qui ont été striées avec la source de 
nourriture OP50 Escherichia coli à 15 °C. Toutes les expériences ont été réalisées à 20 °C. La 
souche N2 de type sauvage (wild-type, WT) ainsi que unc-47p::GFP et unc-17p::GFP;unc-
47p::mCherry ont été obtenues par le «Caenorhabditis  Genetics Center» de l’Université du 
Minnesota. Les souches tdp-1(gk736460) et tdp-1(gk149996) (TDP-1(R393C) et TDP-1(R258C)) 
ont été obtenues du Million Mutation Project (75). Les souches tdp-1(syb1989) et tdp-1(syb1905) 
(crTDP-1(R393C) et crTDP-1(R258C)) ont été générées par CRISPR-Cas9 et obtenues de 
SunyBiotech (ville de Fuzhough, Fujian, Chine). Les autres souches de C. elegans utilisées dans 
cette étude se trouvent dans le Tableau 3 (annexe 1). Les souches mutantes ont été croisées avec 
la souche WT au moins 3 fois. L’homozygotie de tous les génotypes a été confirmée par PCR ou 
HRM. Les amorces utilisées pour le séquençage et le génotypage sont énumérées à l’annexe 2. 
 
2.2 Construction de plasmides et transgénèse 
Le plasmide d’ADN contenant tdp-43 WT ou mutant sous le contrôle du promoteur spécifique des 
neurones moteurs GABAergiques (unc-47) a été préparé par Mutagenex, Inc. en utilisant le 
vecteur pCFJ212 et le marqueur transgénique unc-119(ed3). Le plasmide de co-injection myo-
2::mCherry a également été utilisé comme marqueur fluorescent. Les micro-injections des 
plasmides et les services de réseaux extrachromosomiques ont été effectués par Knudra 
(maintenant appelé InVivo Biosystems). Les plasmides ont été intégrés dans le génome des 
nématodes à l'aide d'UV. Les souches ont été croisées 6 fois avec la souche WT. Les nématodes 
positifs pour le marqueur mCherry ont été sélectionnés et la présence du transgène a été vérifiée 
par PCR. Ceci a été fait précédemment dans le laboratoire. 
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2.3 Synchronisation d’une population selon l’âge 
Pour obtenir une population de nématodes synchronisée selon l’âge, environ 4-5 hermaphrodites 
adultes gravides ont été mis sur 6-8 boîtes de Petri contenant du NGM et ensemencées avec de 
l’OP50 E. coli en fonction de la taille de la population souhaitée. Les hermaphrodites gravides ont 
pondu des œufs pendant 4-5 heures à température ambiante avant d’être retirés des boîtes de 
Petri NGM. Celles-ci ont été conservées à 20 °C jusqu’à ce que la descendance atteigne le jour 1 
d’âge adulte (environ 3 jours). 
 
2.4 Synchronisation d’une population selon l’âge par blanchissement 
Pour obtenir une population de nématodes synchronisée selon l’âge, environ 4-5 hermaphrodites 
adultes gravides ont été mis sur 8-10 boîtes de Petri contenant du NGM et ensemencées avec de 
l’OP50 E. coli en fonction de la taille de la population souhaitée. Les boîtes de Petri sont 
entreposées à 20 °C jusqu’à ce qu’elles deviennent confluentes (~3 jours). Récolter les nématodes 
à l’aide du tampon M9 (1 M KH2PO4, 1 M Na2HPO4, 1 M NaCl et 1 M MgSO4) dans des tubes Falcon 
de 15 mL. Effectuer une centrifugation à 4000 rpm pendant 4 minutes à température pièce. 
Enlever le surnageant pour ne laisser que 7 mL de tampon dans les tubes. Ajouter 1 mL de 1M 
NaOH et 2 mL d’eau de Javel. Vortexer pendant 5 minutes. Effectuer une centrifugation à 4000 
rpm pendant 4 minutes à température pièce. Enlever le maximum de surnageant. Ajouter du 
tampon M9 jusqu’à obtenir un volume total de 10 mL. Vortexer pour dissoudre le culot. Effectuer 
une centrifugation à 4000 rpm pendant 4 minutes à température pièce. Répéter le lavage deux 
autres fois. Après le dernier lavage, enlever le maximum de surnageant. Dissoudre le culot dans 
1-2 mL de tampon M9 et distribuer le contenu sur 8-10 boîtes de Pétri sans OP50 E. coli. Laisser 
évaporer le tampon M9 avant d’entreposer les boîtes de Petri à 20 °C. Après 48h, transférer les 
larves à l’aide de 1-2 mL de tampon M9 sur des boîtes de Petri avec OP50 E. coli. Laisser évaporer 
le tampon M9 avant d’entreposer les boîtes de Petri à 20 °C. Après ~48h, les nématodes seront 
au stade de jour 1 adulte. 
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2.5 Analyse de l’expression quantitative 
Pré-extraction : 
Une synchronisation par blanchissement est effectuée afin d’obtenir une population de 
nématodes à jour 1 adulte. Récolter les nématodes à l’aide du tampon M9 (1 M KH2PO4, 1 M 
Na2HPO4, 1 M NaCl et 1 M MgSO4) dans des tubes Falcon de 15 mL. Effectuer une centrifugation 
à 4000 rpm pendant 4 minutes à température pièce. Enlever le maximum de surnageant et 
ensuite ajouter du tampon M9 jusqu’à obtenir un volume total de 10 mL. Vortexer pour dissoudre 
le culot. Effectuer une centrifugation à 4000 rpm pendant 4 minutes à température pièce. Répéter 
le lavage deux autres fois. Après le dernier lavage, enlever le surnageant pour ne laisser que 1-2 
mL. Transférer le contenu restant dans des Eppendorf de 2 mL. Effectuer une centrifugation à 
4000 rpm pendant quelques minutes à température pièce. Enlever le maximum de surnageant. 
Ajouter 500 µL de phénol (Trizol) et entreposer les échantillons à -80 °C.  
Extraction de l’ARN : 
Les échantillons sont homogénéisés par trituration à l’aide de seringues. L’extraction a été 
effectuée en suivant le protocole de l’ensemble RNeasy® Lipid Tissue Mini kit par Qiagen® (Cat. 
No :74804). L’ARN extrait a ensuite été quantifié à l’aide d’un spectrophotomètre Nanodrop.  
Transcription inverse (RT) : 
L’ARN extrait est ensuite converti en ADNc par transcription inverse. L’ensemble Invitrogen™ 
SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Lot : 1756090) a été utilisé. Chaque puits contient 4 µL 
de 5X VILO Reaction Mix, 2 µL de 10X SuperScript III Enzyme Blend, un volume prédéterminé 
correspondant à 663ng d’ARN et de l’eau sans ARNase pour compléter jusqu’à 20 µL. Le cycle a 
été déterminé selon la température optimale proposée par l’ensemble utilisé (42 °C). 
qPCR : 
Les niveaux d’expression d’ARNm des gènes d’intérêts ont été mesurés par qPCR à l’aide du 
Taqman Universal Master Mix II® par ThermoFisher® (Lot : 00764872 ). Chaque puits contient 0,5 
µL de la sonde du gène d’intérêt, 5 µL du Master Mix, 3,5 µL d’H2O et 1 µL d’ADNc pour un total 
de 10 µL. Les amorces utilisées provenant de Applied Biosystems® par Thermo Fisher Scientific® 
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sont spécifiques pour les gènes cibles TARDBP (No. Hs00606522_m1) et tdp-1 (No. 
Ce02436691_g1), et pour les gènes constitutifs (« housekeeping genes ») ama-1 (No. 
Ce02462726_m1) et unc-47 (No. Ce02451914_g1). L’appareil utilisé est le QuantStudio™ 7 Flex 
Real-Time PCR System (Cat. No. 4485701). Toutes ces expériences ont été répliquées en triplicata. 
 
2.6 Essai de durée de vie 
Les nématodes des différentes souches ont été évalués tous les deux jours, du jour 1 d’âge adulte 
jusqu’à leur mort. Pour chaque souche, entre 30 et 40 nématodes jour 1 adulte (obtenus par 
synchronisation) ont été transférés sur chacune des 3 boîtes de Petri NGM avec de l’OP50 E. coli. 
Les nématodes ont été transférés sur de nouvelles boîtes de Petri avec OP50 E. coli tous les deux 
jours jusqu’à l’arrêt de la production de progéniture. Les nématodes étaient considérés comme 
morts s’ils ne répondaient pas à un stimulus tactile et ne montraient aucun mouvement ou 
réponse spontanée. Les nématodes morts ayant des œufs éclos à l’intérieur d’eux, les gonades 
extrudées ou les vers ayant rampé hors de la boîte de Petri ont été exclus de l’expérience. Toutes 
les expériences ont été effectuées à 20 °C et répétées en triplicata. 
 
2.7 WormLab® : Vitesse de reptation sur milieu solide 
Pour chaque souche, entre 30 et 40 nématodes jour 1 adulte (obtenus par synchronisation) ont 
été transférés sur chacune des 3 boîtes de Petri NGM sans OP50 E. coli. Une vidéo de 30 secondes 
a été prise pour chaque boîte de Petri en utilisant une caméra CMOS fixée sur un microscope à 
dissection Stéréomicroscope Leica S9i. Les nématodes ont ensuite été transférés sur des boîtes 
de Petri NGM avec OP50 E. coli et l’expérience a été répétée à jour 5 et 9 d’âge adulte. Les vidéos 
ont été analysées à l’aide du logiciel WormLab® et la vitesse de reptation a été déterminée pour 
chaque nématode détecté par le logiciel. Les vidéos ont été prises sur des boîtes de Petri NGM 
sans OP50 E. coli pour favoriser la locomotion (les nématodes sont alors à la recherche active de 
nourriture) et pour une meilleure détection des nématodes par le logiciel. Toutes les expériences 
ont été effectuées à 20 °C et répétées en triplicata. 
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2.8 WormLab® : Vitesse de nage, activité et taux de départs en milieu 
liquide 
Pour les paramètres de nage, il s’agit du même protocole que la section 2.7, excepté que 100 µL 
de tampon M9 (1 M KH2PO4, 1 M Na2HPO4, 1 M NaCl et 1 M MgSO4) ont été ajoutés aux boîtes 
de Petri NGM sans OP50 pour immerger les nématodes. Une vidéo de 30 secondes a ensuite été 
prise utilisant la même caméra et le même microscope. L’analyse des vidéos a été effectuée avec 
le logiciel WormLab® pour les paramètres de nage suivants : la vitesse de nage, l’activité et le taux 
de départs. Toutes les expériences ont été effectuées à 20 °C et répétées en triplicata. 
 
2.9 Essai de paralysie sur milieu solide 
Les nématodes des différentes souches ont été évalués tous les jours, du jour 1 jusqu’au jour 12 
d’âge adulte. Pour chaque souche, entre 30 et 40 nématodes jour 1 adulte (obtenus par 
synchronisation) ont été transférés sur chacune des 3 boîtes de Petri NGM avec de l’OP50 E. coli. 
Les nématodes ont été comptés comme paralysés s’ils ne se déplaçaient pas à la suite d’un 
stimulus tactile sans être morts. Les nématodes morts ayant des œufs éclos à l’intérieur d’eux, 
les gonades extrudées ou les vers ayant rampé hors de la boîte de Petri ont été exclus de 
l’expérience. Les nématodes ont été transférés sur de nouvelles boîtes de Petri avec OP50 E. coli 
tous les deux jours jusqu’à l’arrêt de la production de progéniture. Toutes les expériences ont été 
effectuées à 20 °C et répétées en triplicata. 
 
2.10 Essai d’aldicarbe 
Pour évaluer la transmission synaptique, les nématodes synchronisés des différentes souches ont 
grandi sur des boîtes de Petri NGM avec de l’OP50 E. coli jusqu’au jour 1 d’âge adulte. Ensuite, 
pour chaque souche, entre 30 et 40 nématodes ont été transférés sur chacune des 3 boîtes de 
Petri NGM + 1 mM d’aldicarbe avec de l’OP50 E. coli. Les nématodes étaient considérés comme 
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paralysés s’ils ne se déplaçaient pas à la suite d’un stimulus tactile. Toutes les expériences ont été 
effectuées à 20 °C et répétées en triplicata. 
 
2.11 Microscopie à fluorescence neuronale 
Pour l’évaluation in vivo des ruptures dans les projections axonales des neurones moteurs 
GABAergiques (neurodégénérescence), les différentes souches ont été croisées avec un 
marqueur fluorescent (GFP ou mCherry) des neurones moteurs GABAergiques (promoteur unc-
47). Les nématodes synchronisés sur des boîtes de Petri NGM avec de l’OP50 E. coli ont été 
collectés aux jours 1, 5 et 9 d’âge adulte, placés sur des lames de microscopie munies de coussins 
(« pads ») d’agarose 2% et immobilisés à l’aide du lévamisole 5mM dilué dans du tampon M9. Les 
marqueurs fluorescents mCherry et GFP ont été visualisés à 590 nm et 470 nm respectivement 
en utilisant le microscope Zeiss Axio Imager M2. Le logiciel AxioVision 4.8.2.0 a été utilisé. La 
neurodégénérescence est caractérisée par des ruptures de fluorescence sur les projections 
axonales des neurones moteurs GABAergiques. Un nématode est compté comme ayant de la 
neurodégénérescence lorsque minimum une rupture de fluorescence est observée, peu importe 
la longueur de celle-ci. Environ 25 nématodes ont été visualisés par souche et par n, et 
l’expérience a été répétée 4 fois. Chaque n correspond au ratio (en %) du nombre de nématodes 
possédant de la neurodégénérescence sur le nombre total de nématodes. Le test t de Student 
non-apparié a été appliqué pour les ensembles de deux jeux de données et le test de Ordinary 
one-way ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni pour les ensembles de plus de deux jeux 
de données. 
 
2.12 Essai de composés sur milieu solide 
Les composés Riluzole hydrochloride (Cat. No. 0768, TOCRIS®) et Edaravone (MCI-186, Cat. No. 
13320, Cayman Chemical Company) ont été dilués dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) pour 
obtenir une concentration stock de 10mM. Ces échantillons stock sont entreposés à -20 °C. La 
concentration finale dans les boîtes de Petri NGM avec de l’OP50 E. coli est de 20 µM pour les 
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deux composés. Chaque composé possède son contrôle négatif avec la même concentration de 
DMSO dans les boîtes de Petri NGM avec de l’OP50 E. coli. Les essais de paralysie ont été effectués 
comme décrit à la section 2.9. 
 
2.13 Tests statistiques 
Les courbes des essais de durée de vie et de paralysie ont été comparées en utilisant le test 
statistique de log-rank (Mantel-Cox). Pour l’analyse statistique des figures obtenues avec le 
logiciel WormLab®, le test de Ordinary one-way ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni 
a été utilisé. Pour la neurodégénérescence (microscopie à fluorescence) ainsi que pour l’analyse 
de l’expression quantitative (qPCR), le test t de Student non-apparié a été appliqué pour les 
ensembles de deux jeux de données et le test de Ordinary one-way ANOVA à comparaisons 
multiples de Bonferroni pour les ensembles de plus de deux jeux de données. Toutes les 
expériences ont été répétées au moins 3 fois. Le logiciel GraphPad Prism version 9.0.0 (86) a été 




Chapitre 3 – Résultats 
3.1 Génération des souches TDP-43 et TDP-1 
Pour être en mesure de répondre au but du projet de recherche qui est de caractériser le modèle 
transgénique TDP-43 et endogène TDP-1 de C. elegans pour déterminer s’ils peuvent récapituler 
certains aspects phénotypiques clés de la maladie SLA, les modèles en question ont dû être 
générés.  
Le laboratoire a précédemment développé deux modèles transgéniques de C. elegans 
surexprimant la protéine humaine TDP-43 de type sauvage (WT) et mutante (Q331K) sous le 
promoteur spécifique des neurones moteurs GABAergiques, unc-47 (Figure 6AB). La mutation 
humaine Q331K est située dans le domaine riche en glycine, domaine où l’on retrouve la majorité 
des mutations chez les patients atteints de la SLA (Figure 1). Le laboratoire a également obtenu 
par mutagenèse un modèle physiologiquement représentatif du nématode basé sur une 
mutation endogène (R393C) dans tdp-1, l'orthologue de TARDBP (Figure 6D) (75). La mutation 
R393C se situe dans le domaine équivalent chez le C. elegans, soit le domaine C-terminal. Le résidu 
spécifique Q331K de la protéine humaine TDP-43 n’étant pas conservé dans la protéine TDP-1 du 
C. elegans, la mutation R393C à proximité de cette dernière a été choisie parmi une sélection de 
mutations endogènes dans tdp-1 fournie par « The million mutation project » (75). Étant donné 
qu’il s’agit d’une mutation dans un gène endogène, la protéine mutante est exprimée de façon 
ubiquitaire. La protéine TDP-1 de type sauvage (WT) de C. elegans est représentée par la Figure 
6C. Un modèle endogène agissant comme contrôle positif a également été obtenu par CRISPR-
Cas9 (par SunyBiotech) (Tableau 1). Ce contrôle permet de s’assurer de l’absence de mutations 
indésirables en arrière-plan par rapport au modèle endogène obtenu par mutagénèse pour ne 
conserver que la mutation d’intérêt (R393C). 
Ainsi, l’élaboration de ces différents modèles transgéniques et endogènes permettra d’effectuer 
leur caractérisation pour voir s’ils possèdent des traits phénotypiques de la SLA. Ceci permettra 
ensuite d’affirmer ou d’infirmer l’hypothèse de recherche qui est que le modèle TDP-1 pourra 
refléter plus précisément l’expression physiologique du gène dans la maladie humaine grâce à la 
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mutation dans un gène endogène, l’absence de surexpression et l’expression ubiquitaire de la 
protéine TDP-1. 
 
Figure 6. –  Schématisation des modèles transgéniques TDP-43 (de type sauvage et mutant) et du 
modèle endogène TDP-1 de Caenorhabditis elegans. Les modèles ayant (A) la protéine humaine 
complète TDP-43 (isoforme 1) de type sauvage (WT) ou (B) la protéine humaine complète TDP-
43 ayant la mutation Q331K ont été obtenus par transgénèse et les protéines ont été exprimées 
sous le promoteur unc-47. N-term, région N-terminale; NLS, signal de localisation nucléaire; 
RRM1, motif de reconnaissance de l’ARN 1; RRM2, motif de reconnaissance de l’ARN 2; Glycine-
rich domain, région C-terminale contenant un domaine riche en glycine. (C) Protéine complète 
TDP-1 de C. elegans retrouvée dans la souche de type sauvage N2 (isoforme c). (D) Modèle 
possédant la protéine complète TDP-1 de C. elegans (isoforme c) avec la mutation R393C a été 
obtenue par mutagénèse ou CRISPR-Cas9. N-term, région N-terminale; NLS, signal de localisation 
nucléaire; RRM1, motif de reconnaissance de l’ARN 1; RRM2, motif de reconnaissance de l’ARN 
2; C-term, région C-terminale n’ayant pas de domaine riche en glycine.  
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Le tableau 1 résume les caractéristiques des différents modèles obtenus pour le projet incluant 
le promoteur sous lequel la mutation est induite, la localisation de l’expression de la protéine 
ainsi que la méthode utilisée.  
Tableau 1. –  Caractéristiques des différents modèles TDP-43 et TDP-1 générés. 
Souche Promoteur Expression Méthode 
TDP-43(WT) unc-47 Motoneurones GABAergiques Transgénèse 
TDP-43(Q331K) unc-47 Motoneurones GABAergiques Transgénèse 
TDP-1(R393C) tdp-1 Ubiquitaire Mutagénèse 
crTDP-1(R393C) tdp-1 Ubiquitaire CRISPR-Cas9 
 
3.1.1 Niveaux d’expression quantitative d’ARNm 
Une fois les modèles transgéniques TDP-43(WT) et TDP-43(Q331K) générés (voir section 2.2), il 
est important de confirmer que le transgène est bel et bien exprimé dans le C. elegans. En effet, 
suite à l’intégration des plasmides dans le génome, il faut s’assurer que le transgène est transcrit 
et que la protéine d’intérêt est exprimée. Pour ce faire, les niveaux d’expression relative de 
l’ARNm TARDBP sont mesurés dans les modèles transgéniques TDP-43(WT) et TDP-43(Q331K) par 
RT-qPCR (voir section 2.5) (Figure 7A). Le gène endogène unc-47 a été utilisé pour la normalisation 
puisque le transgène a été exprimé uniquement dans les neurones moteurs GABAergiques. Le 
gène unc-47 code pour un transporteur transmembranaire de GABA dans les neurones moteurs 
GABAergiques chez le C. elegans (76). Selon la Figure 7A, le niveau d’expression de TARDBP 
normalisé par unc-47 du modèle TDP-43(WT) est environ 24,8 fois plus élevé comparativement 
au contrôle négatif de type sauvage (WT). Pour ce qui est du mutant TDP-43(Q331K), le niveau 
d’expression de TARDBP normalisé par unc-47 est environ 88 fois plus élevé que celui du contrôle 
WT et environ 3,5 fois plus élevé que TDP-43(WT). Ainsi, il est possible de conclure que le 
transgène est exprimé dans les modèles puisque les niveaux d’ARNm de TARDBP sont plus élevés 
que la souche de type sauvage WT qui n’exprime aucun transgène. Bien que le modèle TDP-
1(R393C) ne soit pas transgénique et comporte une mutation dans un gène endogène, il est 
également important de vérifier que la mutation présente n’impact pas le niveau d’expression du 
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transcrit tdp-1. Ainsi, les niveaux d’expression de l’ARNm tdp-1 normalisés par ceux du gène 
endogène ama-1 ont été mesurés dans ce modèle par RT-qPCR (Figure 7B). Le gène ama-1 code 
pour une sous-unité de l’ARN polymérase II chez le C. elegans (77). Selon la Figure 7B, le niveau 
d’expression de tdp-1 normalisé par ama-1 du mutant TDP-1(R393C) est environ 1,2 fois plus 
élevé comparativement au contrôle négatif de type sauvage (WT). Ainsi, le niveau d’expression 




Figure 7. –  Niveaux d’expression quantitative d’ARNm de TARDBP pour les modèles transgéniques 
et de tdp-1 pour le modèle endogène. 
(A) Quantification relative par RT-qPCR du niveau d’expression d’ARNm de TARDBP normalisé par 
le gène endogène unc-47 (code pour un transporteur vésiculaire transmembranaire de GABA 
dans les neurones GABAergiques chez le C. elegans ) (76) pour les modèles transgéniques TDP-43 
[*P<0.05, **P<0,01, par le test Ordinary one-way ANOVA à comparaisons multiples de 
Bonferroni]. (B) Quantification relative par RT-qPCR du niveau d’expression d’ARNm de tdp-1 
normalisé par le gène endogène ama-1 (une sous-unité de l’ARN polymérase II chez le C. elegans) 
(77) pour le modèle endogène TDP-1 [ns : non significatif, par le test t de Student non-apparié]. 
L’expérience a été répétée en triplicata.  
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3.2 Caractérisation des modèles mutants TDP-43 et TDP-1 
Pour être en mesure de répondre à l’hypothèse, le but du projet est de caractériser les modèles 
transgéniques TDP-43 et endogènes TDP-1 de C. elegans pour déterminer si ceux-ci peuvent 
récapituler certains aspects phénotypiques clés de la maladie SLA tels que des déficits moteurs et 
une neurodégénérescence liés à l’âge générant une paralysie. Pour ce faire, les approches 
expérimentales ont été classées en deux objectifs. 
3.2.1 L’aspect physiologique des modèles 
Le premier objectif est d’explorer l’impact des mutations TDP-43/TDP-1 sur l’aspect physiologique 
des modèles. 
3.2.1.1 Essai de durée de vie 
Comme mentionné précédemment, la SLA étant une maladie neurodégénérative liée à l’âge, 
l’espérance de vie des patients atteints se voit diminuée. L’âge moyen de l’apparition de cette 
maladie est de 55 ans et les patients décèdent généralement 2 à 5 ans suite à la manifestation 
des premiers symptômes (5-8). Le but de cette expérience est d’observer si les mutations dans 
TDP-43 et TDP-1 engendrent une diminution de la durée de vie des C. elegans (voir section 2.6). 
La Figure 8, illustre le pourcentage de survie (%) des nématodes en fonction du nombre de jours 
de vie adulte. Selon la Figure 8A, le mutant transgénique TDP-43(Q331K) possède une espérance 
de vie significativement diminuée comparativement au contrôle WT, mais pas avec TDP-43(WT). 
Les contrôles WT et TDP-43(WT) possèdent un pourcentage de survie non significativement 
différent. Selon la Figure 8B, la durée de vie du mutant endogène TDP-1(R393C) ne semble pas 
diminuée comparativement au contrôle WT. Ainsi, seule la mutation dans TDP-43 a un effet 




Figure 8. –  Les mutations dans TDP-43 et TDP-1 n’ont pas ou peu d’effet sur la durée de vie des 
nématodes. 
Pourcentage de survie (%) des nématodes en fonction du nombre de jours d’âge adulte. (A) La 
souche mutante TDP-43(Q331K) possède une durée de vie réduite comparativement à la souche 
de type sauvage N2 (WT), mais pas avec TDP-43(WT) [**P<0.01, par le test de log-rank (Mantel-
Cox); n=240-280]. (B) La mutation dans TDP-1 n’a pas d’effet sur la durée de vie des nématodes 
[ns: non significatif, par le test de log-rank (Mantel-Cox); n=280-315]. L’expérience a été répétée 
en triplicata.  
 
3.2.1.2 WormLab® 
Le logiciel WormLab est un outil récent qui permet d’étudier de nombreux paramètres sur le C. 
elegans, entre autres. Ainsi, ce logiciel a été utilisé pour vérifier si les mutations dans TDP-43 et 
TDP-1 ont des répercussions sur certains aspects physiologiques des modèles transgéniques et 
endogènes (voir section 2.7 et 2.8). Brièvement, l’expérience consiste à prendre une vidéo de 30 
secondes d’environ 30 nématodes en reptation ou à la nage sur des boîtes de Petri NGM sans 
OP50 E. coli à jour 1, 5 et 9 de vie adulte. Ces jours de vie adulte ont été sélectionnés pour 
visualiser l’effet des mutations sur un large spectre de la durée de vie des nématodes. Le logiciel 
WormLab détecte ensuite les nématodes et plusieurs paramètres peuvent être analysés. Des 
paramètres de locomotions ont été priorisés pour déterminer si les mutants transgéniques et 
endogènes possèdent un phénotype moteur. Ainsi, la vitesse de reptation, la vitesse de nage, 
l’activité et le taux de départ ont été analysés. Le premier paramètre est en milieu solide et les 
trois derniers sont en milieu liquide.  
Selon la Figure 9A, la vitesse de reptation (µm/s) du mutant TDP-43(Q331K) est significativement 
réduite à jour 1 de vie adulte comparativement aux contrôles TDP-43(WT) et WT et cette vitesse 
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tend à rester la même à jour 5 et 9. La Figure 9B présente la vitesse de nage (µm/s) des modèles 
transgéniques. La vitesse de nage du mutant TDP-43(Q331K) est significativement plus basse à 
jour 1,5 et 9 de vie adulte comparée aux contrôles TDP-43(WT) et WT. La vitesse de nage du 
mutant transgénique tend également à rester la même à travers les jours. La Figure 9C décrit 
l’activité (µm2/min) des nématodes qui correspond à la surface (µm2) couverte par ceux-ci durant 
une minute de nage. L’activité du mutant TDP-43(Q331K) est significativement plus faible que 
celle des contrôles TDP-43(WT) et WT à jour 1, 5 et 9 de vie adulte. Les niveaux d’activité du 
mutant transgénique semblent constants à travers les jours. Finalement, la Figure 9D montre le 
taux de départs (min-1) des nématodes qui correspond au nombre d’ondes corporelles initiées 
par la tête ou la queue par minute de nage. Le taux de départs du mutant TDP-43(Q331K) est 
significativement plus bas à jour 1, 5 et 9 de vie adulte comparativement aux contrôles TDP-
43(WT) et WT. Les taux de départs du mutant transgénique semblent également similaires à jour 
1,5 et 9 de vie adulte. Ainsi, l’ensemble de ces résultats suggèrent que le mutant transgénique 
TDP-43(Q331K) possède un phénotype de motilité dès le jour 1 de vie adulte et que ces problèmes 










Figure 9. –  Le mutant transgénique TDP-43 présente un phénotype de motilité selon plusieurs 
paramètres du logiciel Wormlab®.  
(A) La vitesse de reptation (µm/s) des nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. Le mutant TDP-43(Q331K) 
possède une vitesse de reptation significativement plus réduite comparativement aux contrôles 
TDP-43(WT) et WT à jour 1 et 5 adulte [****P<0.0001, par le test Ordinary one-way ANOVA à 
comparaisons multiples de Bonferroni; n=123-220]. Toutes les vitesses de reptation semblent se 
stabiliser à jour 9 adulte. (B) La vitesse de nage (µm/s) des nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. Le 
mutant TDP-43(Q331K) possède une vitesse de nage significativement inférieure aux contrôles 
WT et TDP-43(WT) à jour 1,5 et 9 adulte [****P<0.0001, par le test Ordinary one-way ANOVA à 
comparaisons multiples de Bonferroni; n=129-239]. (C) L’activité (µm2/min) des nématodes à jour 
1,5 et 9 adulte. L’activité correspond à la surface (µm2) couverte par les vers durant une minute 
de nage. L’activité du mutant TDP-43(Q331K) est significativement plus faible à jour 1, 5 et 9 
comparativement aux contrôles WT et TDP-43(WT) [****P<0.0001, par le test Ordinary one-way 
ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni; n=129-239]. (D) Le taux de départs (min-1) des 
nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. Le taux de départs correspond au nombre d’ondes corporelles 
initiées par la tête ou la queue par minute de nage. Le taux de départs du mutant TDP-43(Q331K) 
est significativement plus faible que celui des contrôles WT et TDP-43(WT) à jour 1, 5 et 9 
[****P<0.0001, par le test Ordinary one-way ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni; 
n=129-239]. Les expériences ont été répétées en triplicata.  
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La Figure 10 comporte les mêmes paramètres que la Figure 9, mais pour le mutant endogène 
TDP-1(R393C). Selon la Figure 10A, la vitesse de reptation (µm/s) du mutant TDP-1(R393C) est 
significativement différente du contrôle WT à jour 1 et 5 de vie adulte et cette diminution de 
vitesse semble progressive. À jour 9 de vie adulte, toutes les vitesses de reptation se stabilisent. 
Le mutant crTDP-1(R393C), obtenu par CRISPR-Cas9, constitue un contrôle positif pour s’assurer 
de l’absence de mutations indésirables en arrière-plan du mutant obtenu par mutagénèse pour 
ne conserver que la mutation d’intérêt. Dans la Figure 10A, la vitesse de reptation du contrôle 
positif crTDP-1(R393C) semble au même niveau que le mutant endogène à jour 5 et 9 de vie 
adulte. La vitesse de reptation de crTDP-1(R393C) est un peu plus basse à jour 1. Dans la Figure 
10B, la vitesse de nage (µm/s) du mutant TDP-1(R393C) est significativement diminuée à jour 5 
et 9 de vie adulte comparativement au contrôle WT, mais pas à jour 1. La vitesse de nage du 
contrôle crTDP-1(R393C) est significativement différente du mutant endogène à jour 1, 
légèrement différente à jour 5 et non différente à jour 9 de vie adulte. La Figure 10C décrit 
l’activité (µm2/min) des nématodes ce qui correspond à la surface (µm2) couverte par ceux-ci 
durant une minute de nage. L’activité du mutant TDP-1(R393C) est significativement plus faible 
que celle du contrôle WT à jour 5 et 9 de vie adulte. L’activité du contrôle positif crTDP-1(R393C) 
est significativement plus basse que le mutant endogène à jour 1, mais très similaire à jour 5 et 9 
de vie adulte. Finalement, la Figure 10D montre le taux de départs (min-1) des nématodes qui 
correspond au nombre d’ondes corporelles initiées par la tête ou la queue par minute de nage. 
Le taux de départs du mutant TDP-1(R393C) est légèrement plus bas à jour 5 comparativement 
au contrôle WT, mais pas à jour 1 et 9 de vie adulte. Le taux de départ du contrôle crTDP-1(R393C) 
est significativement différent du contrôle endogène à jour 1, 5 et 9 de vie adulte. Ainsi, 
l’ensemble de ces résultats suggèrent que le mutant endogène TDP-1(R393C) possède un 
phénotype de motilité selon plusieurs paramètres du logiciel WormLab et que celui-ci se 









Figure 10. –  Le mutant endogène TDP-1 présente un phénotype de motilité selon plusieurs 
paramètres du logiciel WormLab®. 
(A) La vitesse de reptation (µm/s) des nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. Le mutant TDP-1(R393C) 
possède une vitesse de reptation significativement inférieure au contrôle WT à jour 1 adulte. 
Cette vitesse de reptation de TDP-1(R393C) diminue davantage à jour 5 adulte comparativement 
au contrôle WT. Toutes les vitesses de reptation semblent se stabiliser à jour 9 adulte. La vitesse 
de reptation du contrôle positif crTDP-1(R393C) est similaire au mutant TDP-1(R393C) à jour 5 et 
9 seulement [**P<0.005, ****P<0.0001, par le test Ordinary one-way ANOVA à comparaisons 
multiples de Bonferroni; n=140-230]. (B) La vitesse de nage (µm/s) des nématodes à jour 1,5 et 9 
adulte. Le mutant TDP-1(R393C) n’a pas une vitesse de nage significativement différente du 
contrôle wild-type N2 à jour 1 adulte. Cette vitesse de nage diminue significativement à jour 5 et 
9 adulte par rapport au contrôle WT. La vitesse de nage du contrôle positif crTDP-1(R393C) est 
similaire au mutant TDP-1(R393C) excepté à jour 1 [**P<0.005, ****P<0.0001, par le test 
Ordinary one-way ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni; n=129-226]. (C) L’activité 
(µm2/min) des nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. L’activité correspond à la surface (µm2) couverte 
par les vers durant une minute de nage. L’activité du mutant TDP-1(R393C) n’est pas 
significativement différente que celle du contrôle WT à jour 1 adulte. L’activité de TDP-1(R393C) 
diminue significativement à jour 5 adulte comparativement au contrôle WT, mais augmente 
légèrement ensuite à jour 9 adulte. L’activité du contrôle positif crTDP-1(R393C) est similaire au 
mutant TDP-1(R393C) exceptée à jour 1 [*P<0.05, ****P<0.0001, par le test Ordinary one-way 
ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni; n=129-226]. (D) Le taux de départs (min-1) des 
nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. Le taux de départs correspond au nombre d’ondes corporelles 
initiées par la tête ou la queue par minute de nage. Le taux de départs du mutant TDP-1(R393C) 
n’est pas significativement différent comparativement à celui du contrôle WT à jour 1 adulte. Le 
taux de départs de TDP-1(R393C) diminue significativement à jour 5 adulte comparativement au 
contrôle WT, mais redevient non significatif à jour 9 adulte. Le taux de départ du contrôle positif 
crTDP-1(R393C) est significativement différent du mutant TDP-1(R393C) [*P<0.05, **P<0.001, 
****P<0.0001, par le test Ordinary one-way ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni; 
n=129-226]. Les expériences ont été répétées en triplicata. 
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3.2.2 L’intégrité du système nerveux moteur 
Le deuxième objectif pour être en mesure de répondre au but et ensuite, à l’hypothèse du projet 
est d’évaluer les répercussions des défauts génétiques sur l’intégrité du système nerveux moteur 
des modèles mutants TDP-43 et TDP-1. 
3.2.2.1 Essai de paralysie 
La SLA est une maladie neurodégénérative qui résulte en la perte progressive et sélective des 
neurones moteurs supérieurs et inférieurs chez l’humain. Ainsi, une étape de la caractérisation 
des modèles transgéniques et endogènes de C. elegans est d’évaluer si ces modèles arborent une 
neurodégénérescence prématurée qui entraînerait une paralysie. L’essai de paralysie consiste à 
évaluer la paralysie des nématodes chaque jour, du jour 1 de vie adulte au jour 12. Les nématodes 
sont considérés comme paralysés s’ils ne se déplacent pas à la suite d’un stimulus tactile sans être 
morts (voir section 2.9). La Figure 11 décrit le pourcentage de paralysie des nématodes (%) en 
fonction du nombre de jours de vie adulte. Selon la Figure 11A, le mutant transgénique TDP-
43(Q331K) possède un taux de paralysie significativement plus élevé que les contrôles TDP-
43(WT) et WT. La paralysie commence à se manifester chez le mutant transgénique vers le jour 
5-6 de vie adulte comparativement aux contrôles. Au jour 12, environ 40% des nématodes TDP-
43(Q331K) sont paralysés comparativement à 17% pour les contrôles TDP-43(WT) et WT. Ces 
derniers présentent d’ailleurs un taux de paralysie très similaire entre eux. Selon la Figure 11B, le 
mutant endogène TDP-1(R393C) possède un taux de paralysie significativement plus élevé que le 
contrôle WT. La paralysie commence à se manifester chez le mutant endogène vers le jour 6-7 de 
vie adulte comparativement au contrôle WT. Le contrôle positif crTDP-1(R393C) possède 
également un pourcentage de paralysie significativement différent du contrôle WT, mais non 
différent du mutant endogène TDP-1(R393C). Au jour 12, environ 35% des nématodes TDP-
1(R393C) sont paralysés comparativement à 28% pour crTDP-1(R393C) et 17% pour WT. Ainsi, ces 
résultats suggèrent que le mutant transgénique TDP-43 et endogène TDP-1 présentent des 
déficits moteurs causant un phénotype de paralysie lié à l’âge. 
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Figure 11. –  Le mutant transgénique TDP-43 et le mutant endogène TDP-1 présentent un phénotype 
de déficit moteur.  
Pourcentage de nématodes paralysés en fonction du nombre de jours d’âge adulte. (A) Le mutant 
TDP-43(Q331K) possède un phénotype de paralysie significativement plus élevé que les contrôles 
WT et TDP-43(WT) [****P<0.0001, par le test de log-rank (Mantel-Cox); n=248-315]. (B) Le 
mutant TDP-1(R393C) possède un taux de paralysie moins élevé que le mutant transgénique, mais 
toujours significativement supérieur au contrôle WT. Le taux de paralysie du contrôle positif 
crTDP-1(R393C) est significativement différent du contrôle WT. Le contrôle positif possède un 
phénotype de paralysie similaire au mutant endogène TDP-1(R393C) [***P<0.001, ****P<0.0001, 
par le test de log-rank (Mantel-Cox); n=248-314]. L’expérience a été répétée en triplicata. 
 
3.2.2.2 Essai d’aldicarbe 
Une autre façon d’évaluer l’intégrité du système nerveux des modèles TDP-43/TDP-1 est 
d’estimer la sensibilité de la transmission synaptique au pesticide aldicarbe. Le mouvement des 
nématodes est contrôlé par les neurones moteurs excitateurs qui libèrent l’acétylcholine et les 
neurones moteurs inhibiteurs qui libèrent le GABA (acide γ-aminobutyrique). L’acétylcholine 
libérée dans la fente synaptique active les récepteurs correspondant au niveau post-synaptique 
sur la membrane musculaire, ce qui entraîne une excitation et une contraction musculaire. 
L’acétylcholinestérase dégrade l’acétylcholine dans la fente synaptique ce qui met fin à la 
neurotransmission. L’aldicarbe est un inhibiteur de l’acétylcholinestérase. Ainsi, en présence de 
cet inhibiteur, le neurotransmetteur acétylcholine s’accumule dans la fente synaptique ce qui 
entraîne une hypercontraction musculaire constante et éventuellement, une paralysie (78). Les 
nématodes mutants peuvent soit exhiber une hypersensibilité à l’aldicarbe et paralyser plus 
rapidement que la souche de type sauvage ou montrer une résistance à l’aldicarbe en paralysant 
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plus lentement. L’essai d’aldicarbe consiste à évaluer la paralysie des modèles TDP-43/TDP-1 à 
jour 1 de vie adulte en présence de 1 mM d’aldicarbe toutes les 30 minutes pendant 2h (voir 
section 2.10). Selon la Figure 12A, les deux souches transgéniques TDP-43(WT) et TDP-43(Q331K) 
ont un taux de paralysie significativement supérieur au contrôle WT. Selon la Figure 12B, le 
mutant endogène TDP-1(R393C) présente également un pourcentage de paralysie qui est 
supérieur au contrôle WT. Ainsi, ces résultats suggèrent que les souches transgéniques TDP-
43(WT) et TDP-43(Q331K), et endogènes TDP-1(R393C) arborent des défauts de transmission 




Figure 12. –  Défauts de transmission synaptique chez le mutant transgénique TDP-43 et le mutant 
endogène TDP-1.  
Pourcentage de nématodes paralysés en fonction du nombre d’heures passées en présence de 
1mM d’aldicarbe. La transmission neuronale cholinergique a été mesurée en déterminant le 
début de la paralysie induite par l’inhibiteur de l’acétylcholinestérase, aldicarbe, à jour 1 d’âge 
adulte. (A) Les deux souches transgéniques TDP-43, wild-type et mutant, montrent un phénotype 
d’hypersensibilité à l’aldicarbe comparativement au contrôle WT [****P<0.0001, par le test de 
log-rank (Mantel-Cox); n=209-270]. (B) Le mutant TDP-1(R393C) présente une hypersensibilité 
plus accrue à l’aldicarbe que le contrôle WT [**P<0.01, par le test de log-rank (Mantel-Cox); 
n=237-268]. L’expérience a été répétée en triplicata. 
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3.2.2.3 Essai de neurodégénérescence 
Une méthode plus concrète afin d’évaluer l’intégrité du système nerveux moteur est d’observer 
s’il y a une neurodégénérescence liée à l’âge au niveau des neurones moteurs GABAergiques. 
Pour ce faire, les souches transgéniques et endogènes sont croisées avec une souche de C. 
elegans dans laquelle les neurones moteurs GABAergiques (unc-47) sont couplés à une protéine 
fluorescente GFP (verte) ou mCherry (rouge). Les nématodes sont immobilisés sur des lamelles 
de verre à l’aide du lévamisole qui est un antagoniste des neurones cholinergiques (79). Les 
neurones moteurs GABAergiques ont été observés à jour 1, 5 et 9 de vie adulte à l’aide de la 
microscopie à fluorescence (voir section 2.11). La neurodégénérescence est caractérisée par des 
ruptures de fluorescence sur les projections axonales des neurones moteurs GABAergiques.  
Selon la Figure 13A, le mutant transgénique TDP-43(Q331K) possède un pourcentage de 
neurodégénérescence supérieur aux contrôles TDP-43(WT) et  unc-47::GFP (WT) à jour 1 et 9 de 
vie adulte. La souche transgénique contrôle TDP-43(WT) a un pourcentage de 
neurodégénérescence non significativement différent du contrôle WT à jour 1, 5 et 9 de vie 
adulte. À jour 1, 25% des mutants TDP-43(Q331K) présentent une neurodégénérescence 
comparativement à 10% et 11% pour les contrôles TDP-43(WT) et WT respectivement. À jour 5 
de vie adulte, les pourcentages de neurodégénérescence des trois souches semblent similaires. À 
jour 9, le pourcentage de la population de nématodes TDP-43(Q331K) ayant une 
neurodégénérescence est d’environ 31% comparativement à 13% et 17% pour TDP-43(WT) et WT 
respectivement. La Figure 13B montre des images de microscopie à fluorescence à jour 1 et 9 du 
mutant transgénique TDP-43(Q331K) ainsi que des deux contrôles TDP-43(WT) et unc-47::GFP 
(WT). Les flèches blanches indiquent les ruptures de fluorescence sur les projections axonales de 
la corde ventrale. Le mutant transgénique comporte davantage de ruptures de fluorescence à 
jour 1 et 9 de vie adulte que les deux autres souches contrôles. Ainsi, ces résultats suggèrent que 


































































Figure 13. –  Le mutant transgénique TDP-43 présente une neurodégénérescence dépendante de 
l’âge. 
Les souches ont été croisées avec le marqueur fluorescent GFP dans les neurones moteurs 
GABAergiques. Un nématode possède de la neurodégénérescence lorsque minimum une rupture 
de fluorescence est observée dans les projections axonales peu importe la longueur de celle-ci. 
(A) Pourcentage de la population de nématodes présentant une neurodégénérescence à jour 1, 
5 et 9 d’âge adulte. Chaque point (n) correspond au ratio (en %) du nombre de nématodes 
possédant de la neurodégénérescence sur le nombre total de nématodes évalués, par n. Le 
mutant TDP-43(Q331K) possède un pourcentage de neurodégénérescence significativement 
supérieur aux contrôles unc-47::GFP et TDP-43(WT) à jour 1 et 9 d’âge adulte [*P<0.05, 
**P<0.005, ***P<0.0005, par le test Ordinary one-way ANOVA à comparaisons multiples de 
Bonferroni; n=97-116]. (B) Mosaïque d’images de microscopie à fluorescence à jour 1 et 9 d’âge 
adulte selon le rapporteur unc-47::GFP dans les neurones moteurs GABAergiques le long de la 
corde ventrale et dorsale des nématodes. Les flèches blanches indiquent les ruptures de 
fluorescence sur les projections axonales de la corde ventrale. L’expérience a été répétée en 
quadruplicata. 
 
Dans le but de caractériser davantage la neurodégénérescence du modèle transgénique TDP-
43(Q331K), les ruptures de fluorescence dans les projections axonales ont été classées selon si 
elles se trouvaient sur la corde ventrale, dorsale ou les deux des neurones GABAergiques du 
nématode. Selon la Figure 14, la neurodégénérescence semble apparaître davantage sur la corde 
ventrale des nématodes du jour 1 à jour 9 de vie adulte, et ce, pour le mutant transgénique et les 
contrôles. Plus les jours avancent, plus la proportion des ruptures de fluorescence qui se 
retrouvent à la fois sur la corde ventrale et dorsale augmente. Ces résultats suggèrent que les 
modèles transgéniques ont une spécificité quant à la localisation de la neurodégénérescence sur 




Figure 14. –  Le mutant transgénique TDP-43 semble développer une neurodégénérescence 
davantage ventrale. 
Comptabilisation de la neurodégénérescence à jour 1,5 et 9 d’âge adulte selon si les ruptures de 
fluorescence se retrouvent sur la corde ventrale ou dorsale des nématodes. Les souches 
transgéniques TDP-43(WT) et TDP-43(Q331K) possèdent des ruptures de fluorescence davantage 
sur la corde ventrale [*P<0.05, **P<0.005, ***P<0.0005, par le test Ordinary one-way ANOVA à 
comparaisons multiples de Bonferroni; n=97-116]. Les tests statistiques concernent le 
pourcentage de neurodégénérescence total. L’expérience a été répétée en quadruplicata. 
 
L’intégrité des neurones moteurs GABAergiques du mutant endogène TDP-1(R393C) a également 
été observée pour voir s’il y a présence d’une neurodégénérescence liée à l’âge. Ce modèle a été 
croisé avec une souche de C. elegans où les neurones moteurs GABAergiques (unc-47) sont 
couplés à une protéine fluorescente mCherry (rouge). Les neurones moteurs GABAergiques ont 
été observés à jour 1, 5 et 9 de vie adulte à l’aide de la microscopie à fluorescence (voir section 
2.11). La neurodégénérescence est caractérisée par des ruptures de fluorescence sur les 
projections axonales des neurones moteurs GABAergiques. 
Selon la Figure 15A, le mutant endogène TDP-1(R393C) possède un pourcentage de 
neurodégénérescence significativement supérieur au contrôle unc-47::mCherry (WT) à jour 9 de 
vie adulte. Il est tout de même possible de constater que le pourcentage de neurodégénérescence 
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du mutant augmente constamment de jour 1 à jour 9. En effet, à jour 1, 11% des mutants TDP-
1(R393C) présentent une neurodégénérescence comparativement à 10% pour le contrôle unc-
47::mCherry. À jour 5 de vie adulte, les pourcentages de neurodégénérescence augmentent à 
19% pour TDP-1(R393C) et 13% pour le contrôle WT. À jour 9, le pourcentage de la population de 
nématodes TDP-1(R393C) ayant une neurodégénérescence est d’environ 35% comparativement 
16% pour WT. La Figure 15B illustre des images de microscopie à fluorescence à jour 1 et 9 du 
mutant endogène TDP-1(R393C) ainsi que du contrôle unc-47::mCherry (WT). Les flèches blanches 
indiquent les ruptures de fluorescence sur les projections axonales de la corde dorsale. Le mutant 
endogène comporte davantage de ruptures de fluorescence à jour 9 de vie adulte que le contrôle 
de type sauvage. Ainsi, ces résultats suggèrent que le mutant TDP-1(R393C) présente une 


































Figure 15. –  Le mutant endogène TDP-1 présente une neurodégénérescence dépendante de l’âge. 
Les souches ont été croisées avec le marqueur fluorescent mCherry dans les neurones moteurs 
GABAergiques. Un nématode possède de la neurodégénérescence lorsque minimum une rupture 
de fluorescence est observée dans les projections axonales peu importe la longueur de celle-ci. 
(A) Pourcentage de la population de nématodes présentant une neurodégénérescence à jour 1, 
5 et 9 d’âge adulte. Chaque point (n) correspond au ratio (en %) du nombre de nématodes 
possédant de la neurodégénérescence sur le nombre total de nématodes évalués, par n. Le 
mutant TDP-1(R393C) possède un pourcentage de neurodégénérescence significativement 
supérieur au contrôle unc-47::mCherry à jour 9 d’âge adulte [**P<0.01, par le test t de Student 
non-apparié; n=95-138]. (B) Mosaïque d’images de microscopie à fluorescence à jour 1 et 9 d’âge 
adulte selon le rapporteur unc-47::mCherry dans les neurones moteurs GABAergiques le long de 
la corde ventrale et dorsale des nématodes. Les flèches blanches indiquent les ruptures de 
fluorescence sur les projections axonales de la corde dorsale. L’expérience a été répétée en 
quadruplicata. 
 
Toujours dans le but d’élaborer sur la caractérisation de la neurodégénérescence du modèle 
endogène TDP-1(R393C), les ruptures de fluorescence dans les projections axonales ont été 
classées selon si elles se trouvaient sur la corde ventrale, dorsale ou les deux des neurones 
GABAergiques du nématode. Selon la Figure 16, la neurodégénérescence semble apparaître 
davantage sur la corde dorsale des nématodes du jour 1 à jour 9 de vie adulte, et ce, pour le 
mutant endogène et le contrôle. Plus les jours avancent, plus la proportion des ruptures de 
fluorescence qui se retrouvent à la fois sur la corde ventrale et dorsale augmente. Cette 
proportion de neurodégénérescence ventrale/dorsale est d’ailleurs plus élevée à jour 9 de vie 
adulte qu’uniquement dorsale pour le mutant TDP-1(R393C). Ces résultats suggèrent que le 
modèle endogène possède une spécificité quant à la localisation de la neurodégénérescence sur 




Figure 16. –  Le mutant endogène TDP-1 semble développer une neurodégénérescence davantage 
dorsale. 
Comptabilisation de la neurodégénérescence à jour 1,5 et 9 d’âge adulte selon si les ruptures de 
fluorescence se retrouvent sur la corde ventrale ou dorsale des nématodes. Le mutant endogène 
TDP-1(R393C) possède des ruptures de fluorescence davantage sur la corde dorsale [**P<0.01, 
par le test t de Student non-apparié; n=95-138]. Les tests statistiques concernent le pourcentage 
de neurodégénérescence total. L’expérience a été répétée en quadruplicata. 
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3.2 L’effet de médicaments pour la SLA sur les modèles mutants TDP-43 
et TDP-1 
Le but du projet est de caractériser ces modèles TDP-43/TDP-1 afin de déterminer s'ils peuvent 
récapituler certains aspects phénotypiques clés de la SLA, tels que des déficits moteurs et une 
neurodégénérescence dépendante de l'âge générant une paralysie. Le but ultime est que ces 
modèles constituent des outils utiles pour élucider de nouveaux mécanismes pathogéniques de 
la SLA ainsi que de bons candidats pour le dépistage de médicaments et le développement de 
stratégies thérapeutiques. Ainsi, l’objectif de cette expérience est de vérifier si ces modèles 
transgéniques et endogènes TDP-43/TDP-1 répondent efficacement en présence de 
médicaments déjà approuvés par la FDA pour la SLA. Ces deux médicaments étant le riluzole et 
l’edaravone (voir section 1.1.4). L’essai de paralysie a été priorisé puisqu’il s’agit d’une expérience 
rapide et efficace où la paralysie des nématodes est évaluée chaque jour. De plus, le mutant 
transgénique TDP-43(Q331K) et endogène TDP-1(R393C) possèdent un taux de paralysie 
significativement plus élevé que les contrôles lorsqu’ils ne sont pas traités (voir section 3.2.2.1). 
La Figure 17A illustre le pourcentage de paralysie (%) des nématodes en fonction des jours de vie 
adulte du mutant transgénique TDP-43(Q331K) et des contrôles TDP-43(WT) et WT selon s’ils sont 
traités avec 20 μM de riluzole ou 20 μM de DMSO (contrôle négatif) (voir section 2.12). Selon la 
Figure 17A, le taux de paralysie du mutant TDP-43(Q331K) traité avec 20 μM riluzole n’est pas 
significativement différent de celui non traité (20 μM DMSO). De plus, les contrôles TDP-43(WT) 
et WT traités avec 20 μM riluzole possèdent un taux de paralysie supérieur à ceux non traités. La 
Figure 17B montre le même essai de paralysie avec le composé riluzole, mais pour le mutant 
endogène TDP-1(R393C) et son contrôle WT. Le mutant TDP-1(R393C) ainsi que le contrôle WT 
traités avec 20 μM riluzole montrent un taux de paralysie significativement supérieur 
comparativement aux contrôles traités avec 20 μM DMSO. Ainsi, ces résultats suggèrent que le 
composé riluzole n’a pas d’effet neuroprotecteur sur le mutant TDP-43(Q331K) et TDP-1(R393C), 
même qu’il accentue la paralysie dans certains cas. 
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Figure 17. –  Le composé riluzole n’a pas d’effet neuroprotecteur sur le mutant transgénique TDP-43 
et endogène TDP-1. 
Pourcentage de nématodes paralysés en fonction du nombre de jours d’âge adulte. (A) Le mutant 
TDP-43(Q331K) traité avec 20 μM de riluzole ne possède pas un taux de paralysie 
significativement différent du mutant transgénique non traité (20 μM DMSO). Les contrôles WT 
et TDP-43(WT) traités avec 20 μM de riluzole montrent un taux de paralysie significativement 
supérieur aux contrôles non traités [ns : non significatif P>0.5, **P<0.01, ****P<0.0001, par le 
test de log-rank (Mantel-Cox); n=270-325]. (B) Le contrôle WT et le mutant TDP-1(R393C) traités 
avec 20 μM de riluzole possèdent un taux de paralysie significativement plus élevé que ceux non 
traités (20 μM DMSO) [***P<0.0005, ****P<0.0005, par le test de log-rank (Mantel-Cox); n=307-





La Figure 18A illustre le pourcentage de paralysie (%) des nématodes en fonction des jours de vie 
adulte du mutant transgénique TDP-43(Q331K) et des contrôles TDP-43(WT) et WT selon s’ils sont 
traités avec 20 μM d’edaravone ou 20 μM de DMSO. Selon la Figure 18A, le pourcentage de 
paralysie du mutant TDP-43(Q331K) traités avec 20 μM d’edaravone est significativement 
diminué passant d’environ 57% à 36% à jour 12 de vie adulte. Le composé edaravone ne semble 
pas ralentir le taux de paralysie des contrôles TDP-43(WT) et WT comparativement à ceux en 
présence de seulement 20 μM de DMSO. La Figure 18B montre le même essai de paralysie avec 
le composé edaravone, mais pour le mutant endogène TDP-1(R393C) et son contrôle WT. Le 
mutant TDP-1(R393C) traité avec 20 μM d’edaravone possède un taux de paralysie 
significativement inférieur comparativement au mutant endogène non traité (20 μM DMSO), 
passant d’un pourcentage de paralysie d’environ 35% à 21% à jour 12 de vie adulte. Ces résultats 
suggèrent que le composé edaravone possède un effet neuroprotecteur sur le mutant 




Figure 18. –  Le composé Edaravone possède un effet neuroprotecteur sur le mutant transgénique 
TDP-43 et endogène TDP-1. 
Pourcentage de nématodes paralysés en fonction du nombre de jours d’âge adulte. (A) Le mutant 
TDP-43(Q331K) traité avec 20 μM d’Edaravone possède un taux de paralysie significativement 
diminué comparativement au mutant transgénique non traité (20 μM DMSO). Les contrôles WT 
et TDP-43(WT) traités avec 20 μM d’Edaravone ne possèdent pas un taux de paralysie 
significativement différent de ceux non traités [ns : non significatif P>0.1, ****P<0.0001, par le 
test de log-rank (Mantel-Cox); n=270-325]. (B) Le mutant TDP-1(R393C) traité avec 20 μM 
d’Edaravone montre un taux de paralysie significativement plus bas que le mutant endogène non 
traité (20 μM DMSO). Le contrôle WT traité avec 20 μM d’Edaravone ne possède pas un taux de 
paralysie significativement différent du contrôle WT non traité [ns : non significatif P>0.1, 






3.3 Autre mutation endogène dans tdp-1  
Le laboratoire a obtenu par mutagénèse un autre modèle physiologiquement représentatif du 
nématode basé sur une mutation endogène (R258C) dans tdp-1, l'orthologue de TARDBP (Figure 
19) (75). Le but de ce deuxième modèle endogène est de s’assurer que pas toutes les mutations 
dans tdp-1 résultent en un phénotype moteur ou une neurodégénérescence liée à l’âge. La 
mutation R258C se situe dans le premier domaine de motif de reconnaissance de l’ARN (RRM1) 
chez le C. elegans. Il ne s’agit pas du domaine où l’on retrouve la majorité des mutations, mais 
certains patients retrouvent des mutations dans ce domaine (Figure 1). Étant donné qu’il s’agit 
d’une mutation dans un gène endogène, la protéine mutante est exprimée de façon ubiquitaire. 
Un autre modèle endogène agissant comme contrôle positif a également été obtenu par CRISPR-
Cas9 (par SunyBiotech) (Tableau 2). Ce contrôle permet de s’assurer, encore une fois, de l’absence 
de mutations indésirables en arrière-plan par rapport au modèle endogène obtenu par 
mutagénèse pour ne conserver que la mutation d’intérêt (R258C). 
 
 
Figure 19. –  Schématisation d’un autre modèle endogène TDP-1 non phénotypique de 
Caenorhabditis elegans. 
Modèle possédant la protéine complète TDP-1 de C. elegans avec la mutation R258C a été 
obtenue par mutagénèse ou CRISPR-Cas9. N-term, région N-terminale; NLS, signal de localisation 
nucléaire; RRM1, motif de reconnaissance de l’ARN 1; RRM2, motif de reconnaissance de l’ARN 
2; C-term, région C-terminale n’ayant pas de domaine riche en glycine. 
  
N-term RRM1 RRM2 C-term 414
NLS
TDP-1 mutant (C. elegans)
R258C
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Le tableau 2 résume les caractéristiques des deux autres modèles incluant le promoteur sous 
lequel la mutation est induite, la localisation de l’expression de la protéine ainsi que la méthode 
utilisée.  
Tableau 2. –  Caractéristiques du mutant endogène TDP-1(R258C) non phénotypique.  
Souche Promoteur Expression Méthode 
TDP-1(R258C) tdp-1 Ubiquitaire Mutagénèse 
crTDP-1(R258C) tdp-1 Ubiquitaire CRISPR-Cas9 
 
 
Tout comme le mutant endogène TDP-1(R393C), il est également important de vérifier que la 
mutation présente dans ce mutant n’impact pas le niveau d’expression du transcrit tdp-1. Ainsi, 
les niveaux d’expression de l’ARNm tdp-1 normalisés par ceux du gène endogène ama-1 ont été 
mesurés dans ce modèle par RT-qPCR (Figure 20). Le gène ama-1 code pour une sous-unité de 
l’ARN polymérase II chez le C. elegans (77). Selon la Figure 20, le niveau d’expression de tdp-1 
normalisé par ama-1 du mutant TDP-1(R258C) est environ 1,2 fois plus élevé comparativement 
au contrôle négatif de type sauvage (WT). Ainsi, le niveau d’expression de l’ARNm tdp-1 dans ce 





Figure 20. –  Niveaux d’expression quantitative d’ARNm de tdp-1. 
Quantification relative par RT-qPCR du niveau d’expression d’ARNm de tdp-1 normalisé par le 
gène endogène ama-1 (une sous-unité de l’ARN polymérase II chez le C. elegans) (77) pour le 
modèle endogène TDP-1 [ns : non significatif, par le test t de Student non-apparié]. L’expérience 
a été répétée en triplicata. 
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Comme mentionné précédemment, le but de ce deuxième modèle endogène est de s’assurer que 
pas toutes les mutations dans tdp-1 résultent en un phénotype moteur ou une 
neurodégénérescence liée à l’âge. Ainsi, quelques essais ont été performés pour confirmer ou 
non cela. La Figure 21A-C montre plusieurs paramètres de locomotion obtenus par le logiciel 
WormLab à jour 1, 5 et 9 de vie adulte tels que la vitesse de reptation, l’activité et le taux de 
départs. Selon la Figure 21A, la vitesse de reptation (µm/s) du mutant TDP-1(R258C) semble 
légèrement supérieure au contrôle WT à jour 1 et 9, mais est non significativement différente de 
WT à jour 5 de vie adulte. La Figure 21B illustre l’activité (µm2/min) qui correspond à la surface 
(µm2) couverte par les nématodes durant une minute de nage. L’activité du mutant TDP-1(R258C) 
n’est significativement pas différente du contrôle WT à jour 1,5 et 9 de vie adulte. Selon la Figure 
21C, le taux de départs (min-1), qui correspond au nombre d’ondes corporelles initiées par la tête 
ou la queue par minute de nage, du mutant TDP-1(R258C) est très similaire à celui du contrôle 
WT à jour 1, 5 et 9. La Figure 21D correspond à un essai de paralysie qui montre le pourcentage 
de paralysie (%) en fonction du nombre de jours d’âge adulte. Le taux de paralysie du mutant 
TDP-1(R258C) n’est significativement pas différent des contrôles WT et crTDP-1(R258C). Le 
pourcentage de paralysie du contrôle positif crTDP-1(R258C) est légèrement supérieur au 
contrôle WT. La Figure 21E montre l’essai de durée de vie qui correspond au pourcentage de 
survie (%) des nématodes en fonction du nombre de jours de vie adulte. L’espérance de vie du 
mutant TDP-1(R258C) est significativement similaire à celle du contrôle WT. Finalement, l’essai 
d’aldicarbe consiste à évaluer la sensibilité de la transmission synaptique à cet inhibiteur de 
l’acétylcholinestérase. La Figure 21F illustre le pourcentage de paralysie (%) des nématodes en 
fonction du nombre d’heures passées en contact avec 1mM d’aldicarbe. Le pourcentage de 
paralysie du mutant TDP-1(R258C) est légèrement supérieur à celui du contrôle WT résultant en 
une faible sensibilité à l’aldicarbe. Tous ces résultats suggèrent que la mutation endogène R258C 





Figure 21. –  Pas toutes les mutations endogènes dans tdp-1 ont un effet sur la motilité et la durée 
de vie des nématodes. 
(A) La vitesse de reptation (µm/s) des nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. Le mutant TDP-1(R258C) 
possède une vitesse de reptation légèrement supérieure au contrôle wild-type N2 à jour 1 et 9 
adulte. La vitesse de reptation du mutant TDP-1(R258C) n’est pas significativement différente de 
celle du contrôle WT à jour 5 adulte [*P<0.05, ***P<0.0005, par le test Ordinary one-way ANOVA 
à comparaisons multiples de Bonferroni; n=131-264]. (B) L’activité (µm2/min) des nématodes à 
jour 1,5 et 9 adulte. L’activité correspond à la surface (µm2) couverte par les vers durant une 
minute de nage. L’activité du mutant TDP-1(R258C) n’est significativement pas différente du 
contrôle WT à jour 1,5 et 9 adulte [ns : non significatif P>0.05, par le test Ordinary one-way 









nématodes à jour 1,5 et 9 adulte. Le taux de départs correspond au nombre d’ondes corporelles 
initiées par la tête ou la queue par minute de nage. Le taux de départs du mutant TDP-1(R258C) 
n’est significativement pas différent de celui du contrôle WT [ns : non significatif P>0.1, par le test 
Ordinary one-way ANOVA à comparaisons multiples de Bonferroni; n=129-188]. (D) Pourcentage 
de nématodes paralysés en fonction du nombre de jours d’âge adulte. Le mutant TDP-1(R258C) 
ne possède pas un taux de paralysie significativement différent du contrôle WT ni du contrôle 
positif crTDP-1(R258C). Le taux de paralysie de crTDP-1(R258C) est légèrement supérieur au 
contrôle WT [ns : non significatif P>0.1, **P<0.01, par le test de log-rank (Mantel-Cox); n=295-
314]. (E) Pourcentage de survie (%) des nématodes en fonction du nombre de jours d’âge adulte. 
La mutation dans TDP-1(R258C) n’a pas d’effet sur la durée de vie des nématodes [ns: non 
significatif, par le test de log-rank (Mantel-Cox); n=280-293]. (F) Pourcentage de nématodes 
paralysés en fonction du nombre d’heures passées en présence de 1mM d’aldicarbe. La 
transmission neuronale cholinergique a été mesurée en déterminant le début de la paralysie 
induite par l’inhibiteur de l’acétylcholinestérase, aldicarbe, à jour 1 d’âge adulte. Le mutant TDP-
1(R258C) possède une sensibilité légèrement supérieure à l’aldicarbe comparativement au 
contrôle WT [**P<0.01, par le test de log-rank (Mantel-Cox); n=237-268]. Toutes les expériences 
ont été répétées en triplicata. 
  
78 
L’intégrité des neurones moteurs GABAergiques du mutant endogène TDP-1(R258C) a également 
été testée pour voir s’il y a présence d’une neurodégénérescence liée à l’âge qui n’aurait pas été 
traduit par un phénotype de motilité. Ce modèle a également été croisé avec une souche de C. 
elegans où les neurones moteurs GABAergiques (unc-47) sont couplés à une protéine 
fluorescente mCherry (rouge). Les neurones moteurs GABAergiques ont été observés à jour 1, 5 
et 9 de vie adulte à l’aide de la microscopie à fluorescence (voir section 2.11). La 
neurodégénérescence est caractérisée par des ruptures de fluorescence sur les projections 
axonales des neurones moteurs GABAergiques. 
Selon la Figure 22A, le mutant endogène TDP-1(R258C) n’a pas un pourcentage de 
neurodégénérescence significativement différent du contrôle unc-47::mCherry (WT), excepté à 
jour 1 de vie adulte. Le taux de neurodégénérescence du mutant semble même diminuer de jour 
1 à jour 9. La Figure 22B illustre des images de microscopie à fluorescence à jour 1 et 9 du mutant 
endogène TDP-1(R258C) ainsi que du contrôle unc-47::mCherry. La majorité des nématodes 
mutants TDP-1(R258C) ne possèdent pas de rupture de fluorescence le long de leurs projections 
axonales. Ainsi, ces résultats suggèrent que le mutant TDP-1(R258C) ne semble pas présenter une 


































Figure 22. –  Le mutant endogène TDP-1(R258C) ne semble pas présenter une neurodégénérescence 
dépendante de l’âge. 
Les souches ont été croisées avec le marqueur fluorescent mCherry dans les neurones moteurs 
GABAergiques. Un nématode possède de la neurodégénérescence lorsque minimum une rupture 
de fluorescence est observée dans les projections axonales peu importe la longueur de celle-ci. 
(A) Pourcentage de la population de nématodes présentant une neurodégénérescence à jour 1, 
5 et 9 d’âge adulte. Chaque point (n) correspond au ratio (en %) du nombre de nématodes 
possédant de la neurodégénérescence sur le nombre total de nématodes évalués, par n. Le 
mutant TDP-1(R258C) ne possède pas un pourcentage de neurodégénérescence significativement 
différent du contrôle unc-47::mCherry à jour 5 et 9 d’âge adulte [ns : non significatif P>0.1, 
*P<0.05, par le test t de Student non-apparié; n=101-138]. (B) Mosaïque d’images de microscopie 
à fluorescence à jour 1 et 9 d’âge adulte selon le rapporteur unc-47::mCherry dans les neurones 
moteurs GABAergiques le long de la corde ventrale et dorsale des nématodes. L’expérience a été 
répétée en quadruplicata. 
 
La caractérisation de la neurodégénérescence du modèle endogène TDP-1(R258C) a également 
été élaborée selon si les ruptures de fluorescence dans les projections axonales se trouvaient sur 
la corde ventrale, dorsale ou les deux des neurones GABAergiques du nématode. Selon la Figure 
23, la neurodégénérescence semble également apparaître davantage sur la corde dorsale des 
nématodes du jour 1 à jour 9 de vie adulte, et ce, pour le mutant endogène et le contrôle. Peu de 
nématodes ont des ruptures de fluorescence qui se trouvent à la fois sur la corde ventrale et 
dorsale des neurones GABAergiques. Ces résultats suggèrent que ce deuxième modèle endogène 
TDP-1(R258C) possède également une spécificité quant à la localisation de la 




Figure 23. –  Le mutant endogène TDP-1(R258C) présente une neurodégénérescence davantage 
dorsale. 
Comptabilisation de la neurodégénérescence à jour 1,5 et 9 d’âge adulte selon si les ruptures de 
fluorescence se retrouvent sur la corde ventrale ou dorsale des nématodes. Le mutant endogène 
TDP-1(R258C) possède des ruptures de fluorescence davantage sur la corde dorsale [ns : non 
significatif P>0.1, *P<0.05, par le test t de Student non-apparié; n=101-138]. Les tests statistiques 






Chapitre 4 – Discussion 
La SLA est une maladie neurodégénérative fatale caractérisée par la perte progressive et sélective 
des neurones moteurs supérieurs et inférieurs. Ce manque de stimulation neuronale fait en sorte 
que les muscles du corps s’atrophient (4). La paralysie s’installe progressivement jusqu’à ce que 
celle-ci provoque une insuffisance respiratoire. Cette maladie apparaît de façon tardive et les 
patients atteints décèdent généralement 2 à 5 ans à la suite de l’apparition des premiers 
symptômes (5-8). La SLA est incurable et il n’existe aucun traitement efficace pour les personnes 
atteintes de cette maladie. Environ 90% des cas sont sporadiques (multifactoriels et aléatoires) 
et 10% sont familiaux, c’est-à-dire transmis de façon héréditaire (11). Plusieurs anomalies 
génétiques ont été associées à la SLA, dont des mutations dans les protéines FUS, C9orf72, SOD-
1 et TDP-43 causant la forme familiale, mais qui peuvent aussi contribuer au développement de 
la forme sporadique. 
Les mécanismes moléculaires et les voies de signalisation impliqués dans la SLA sont peu connus. 
Ainsi, l’étude de ces derniers est primordiale pour le développement de stratégies thérapeutiques 
qui pourront ralentir de façon significative la progression de la maladie et dans le meilleur des 
cas, traiter efficacement les patients atteints. Par conséquent, l’élaboration de modèles de 
recherche est essentielle pour pouvoir étudier les mécanismes intrinsèques de la SLA avant de 
poursuivre à la recherche clinique. Le modèle de recherche C. elegans a été priorisé parce qu’il 
comporte de nombreux avantages comme un cycle de développement et de vie court, une simple 
manipulation génétique, un système nerveux bien défini, une conservation des interactions 
génétiques et moléculaires, et la présence d’un gène orthologue de celui d’intérêt chez l’humain. 
Le laboratoire a développé séparément des modèles transgéniques de C. elegans surexprimant 
(copies multiples) la protéine humaine TDP-43 de type sauvage (WT) et mutante (Q331K) sous le 
promoteur spécifique des neurones moteurs GABAergiques, unc-47 (80, 81). Certains patients 
atteints de la SLA possèdent cette mutation génétique (Q331K) dans leur gène TARDBP. La 
protéine humaine a été exprimée uniquement dans les neurones GABAergiques et non dans tout 
le système nerveux (promoteur pan-neuronal  snb-1) pour tenter de limiter l’effet de 
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surexpression (82). En effet, une surexpression, même d’une protéine de type sauvage, peut 
engendrer des phénotypes de type mutant (83). D’autre part, une intégration à copies multiples 
augmente la probabilité d’observer un phénotype dans les modèles comparativement à une 
intégration à copie unique dont les chances sont moindres (81). Le gène endogène tdp-1 n’a pas 
été supprimé de ces modèles transgéniques puisque cette délétion entraîne un phénotype. En 
effet, des études ont démontré que la délétion de tdp-1 provoque préférentiellement 
l’accumulation de l’ARN double brin ce qui peut résulter en des problèmes d’épissage (84). De 
plus, les mutants tdp-1(ok781) ont une durée de vie légèrement prolongée (85). Ainsi, pour 
s’assurer que les phénotypes observés lors de la caractérisation sont dus uniquement à la 
mutation d’intérêt, la protéine TDP-1 est également exprimée. 
Une mise en garde des modèles transgéniques est que les phénotypes peuvent en partie être des 
artefacts de surexpression (86). L'expression spécifique à un seul type de cellule à l'aide de 
promoteurs neuronaux ne reflète pas l'expression ubiquitaire de TDP-43. Par contre, un modèle 
transgénique avec un fort phénotype pourrait être un outil pertinent pour effectuer le criblage 
de médicaments. Cependant, une seule mutation faux-sens dans tdp-1 peut ne pas aboutir à un 
phénotype robuste. Ainsi, le laboratoire a également obtenu par mutagénèse un modèle 
physiologiquement représentatif du nématode basé sur une mutation endogène dans tdp-1, 
l'orthologue de TARDBP (75, 87). Ce mutant TDP-1(R393C) exprime la protéine de façon 
ubiquitaire. La mutagénèse implique que des mutations ont été incorporées dans tout le génome 
du nématode. La mutation d’intérêt (R393C) a été isolée en croisant le mutant avec la souche de 
type sauvage N2 (WT) au moins 6 fois. Pour s’assurer que les phénotypes observables sont dus à 
la mutation d’intérêt et non à des mutations encore présentes en arrière-plan, un contrôle positif 
obtenu par CRISPR-Cas9 a été ajouté, crTDP-1(R393C). La mutation est introduite avec la 
technologie CRISPR-Cas9 directement à l’endroit désiré dans la souche de type sauvage N2. Ainsi, 
aucune mutation non désirable ne devrait être présente en arrière-plan. 
Le but du projet est de caractériser les modèles transgéniques TDP-43 et endogènes TDP-1 de C. 
elegans pour déterminer si ceux-ci peuvent récapituler certains aspects phénotypiques clés de la 
maladie SLA tels que des déficits moteurs et une neurodégénérescence liée à l’âge générant une 
paralysie. 
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L’hypothèse de recherche est que le modèle TDP-1 reflétera plus précisément l’expression 
physiologique du gène dans la maladie humaine grâce à la mutation dans un gène endogène, 
l’absence de surexpression et l’expression ubiquitaire de la protéine TDP-1. 
Pour ce faire, deux objectifs ont été établis, soit d’explorer l’impact des mutations TDP-43/TDP-1 
sur l’aspect physiologique des modèles et d’évaluer les répercussions de ces défauts génétiques 
sur l’intégrité du système nerveux moteur. 
4.1 Niveaux d’expression quantitative d’ARNm  
Pour s’assurer que les transgènes sont exprimés dans le nématode, les niveaux d’expression 
relative de l’ARNm TARDBP ont été mesurés dans les modèles TDP-43(WT) et TDP-43(Q331K) par 
RT-qPCR (Figure 7A). Étant donné que les transgènes ont été exprimés uniquement dans les 
neurones moteurs GABAergiques, le gène endogène unc-47 a été utilisé pour la normalisation. 
Celui-ci code pour un transporteur transmembranaire de GABA chez le C. elegans et est donc 
spécifique pour les neurones GABAergiques (76). Pour le transgène TDP-43(WT), le niveau 
d’expression de TARDBP normalisé par unc-47 est environ 24,8 fois plus élevé que celui du 
contrôle négatif de type sauvage (WT). Le niveau d’expression de TARDBP normalisé par unc-47 
du transgène TDP-43(Q331K) est environ 88 fois plus élevé que celui du contrôle WT et environ 
3,5 fois plus élevé que TDP-43(WT). Ces résultats confirment que les deux transgènes TDP-43(WT) 
et TDP-43(Q331K) sont effectivement exprimés dans les modèles respectifs, car leur niveau 
d’expression est nettement supérieur au contrôle négatif (WT) dans lequel aucun transgène n’est 
présent. Une limitation de la méthode de transgénèse est la variabilité des niveaux d’expression 
du transgène entre les modèles. En effet, il est difficile de prédire et de contrôler le nombre de 
copies qui sera intégré dans le génome des nématodes (88, 89). Idéalement, les niveaux 
d’expression de TARDBP devraient être similaires entre les modèles TDP-43(WT) et TDP-
43(Q331K) pour être en mesure de les comparer. Ceci étant dit, le niveau d’expression de TARDBP 
dans le modèle TDP-43(WT) est tout de même environ 25 fois plus élevé que celui du contrôle 
WT ce qui devrait être assez différent pour observer ou non un phénotype. Le modèle TDP-
1(R393C) contient une mutation ponctuelle dans un gène endogène et n’est donc pas 
transgénique. Le niveau d’expression de tdp-1 est tout de même mesuré par RT-qPCR pour 
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vérifier que la mutation présente n’influe pas sur l’expression du transcrit. Les niveaux 
d’expression de l’ARNm tdp-1 sont normalisés avec ceux du gène de ménage ama-1 (Figure 7B). 
Ce gène code pour une sous-unité de l’ARN polymérase II chez le C. elegans, la protéine résultante 
est donc exprimée de façon ubiquitaire (77). Ce gène a été priorisé pour la normalisation puisqu’il 
semble davantage stable dans les modèles de neurodégénérescence comparativement à d’autres 
gènes de ménage (90). Selon la Figure 7B, le niveau d’expression de tdp-1 normalisé par ama-1 
du mutant TDP-1(R393C) est environ 1,2 fois plus élevé que celui du contrôle négatif de type 
sauvage (WT). Ainsi, la mutation endogène n’affecte pas le niveau d’expression de l’ARNm tdp-1 
dans le modèle TDP-1(R393C) et celui-ci est sensiblement au même niveau que le contrôle WT. 
En plus de mesurer les niveaux d’expression des ARNm d’intérêts pour s’assurer que les gènes 
sont transcrits, il est aussi important de vérifier que ces derniers sont traduits en protéines à l’aide 
d’un immunobuvardage de type Western. Ceci a été confirmé par le laboratoire pour les modèles 
transgéniques à l’aide d’un anticorps (AC) spécifique contre la protéine TDP-43 humaine (résultats 
non montrés). Idéalement, ceci devrait aussi être fait pour les modèles endogènes. Par contre, la 
majorité des AC contre des protéines spécifiques de vertébrés ou d’invertébrés ne sont pas 
spécifiques pour les protéines homologues de C. elegans, excepté les AC dirigés contre des 
protéines hautement conservées comme l’actine ou la tubuline (91). Il aurait fallu générer des AC 
spécifiques pour TDP-1, mais la conception de ceux-ci est difficile, longue et coûteuse. 
4.2 L’aspect physiologique des modèles 
Le premier objectif de ce projet pour être en mesure de répondre à l’hypothèse est d’explorer 
l’impact des mutations TDP-43/TDP-1 sur l’aspect physiologique des modèles.  
Étant donné que la SLA est une maladie neurodégénérative liée à l’âge et que l’espérance de vie 
des patients se voit diminuée, l’essai de durée de vie a été effectué pour voir si les mutations dans 
TDP-43 et TDP-1 engendrent également une diminution de la durée de vie des nématodes. Selon 
la Figure 8A, le mutant transgénique TDP-43(Q331K) possède une durée de vie réduite 
comparativement aux contrôles TDP-43(WT) et WT. Cette diminution se manifeste davantage 
dans les premiers jours de vie adulte, principalement entre les jours 6 et 22. De plus, la souche 
transgénique exprimant la protéine humaine de type sauvage (TDP-43(WT)) n’a pas une durée de 
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vie diminuer comparativement au contrôle WT. Ceci suggère que la mutation Q331K dans TDP-
43 spécifiquement a un impact sur la durée de vie des nématodes et potentiellement sur leur 
santé générale (« healthspan »). En comparaison, le groupe de recherche qui a généré des 
modèles transgéniques exprimant TDP-43 de type sauvage (WT) et mutant (G290A, A315T et 
M337V) de façon pan-neuronale (promoteur snb-1) a également observé une diminution de 
l’espérance de vie, mais dans tous leurs modèles (voir section 1.3.4) (67). Ceci peut être expliqué 
par le fait que leurs transgènes ont été exprimés dans tout le système nerveux des nématodes. 
En effet, le niveau d’expression de TARDBP est plus élevé que si les transgènes étaient exprimés 
uniquement dans un sous-type de neurones, par exemple GABAergiques, ce qui résulte en un 
phénotype plus fort. Selon la Figure 8B, la mutation endogène R393C dans TDP-1 ne semble pas 
avoir un impact sur la durée de vie des nématodes. Parfois, une seule mutation faux-sens peut ne 
pas engendrer un phénotype robuste. Cette mutation dans tdp-1 semble toutefois influencer la 
motilité et l’intégrité du système nerveux des nématodes  (voir prochaines sections). 
Le logiciel WormLab est un système d’imagerie, de suivi et d’analyse qui s’applique à plusieurs 
nématodes incluant le C. elegans. Ce récent programme permet d’analyser de nombreux 
paramètres en milieu solide (reptation) ou liquide (nage) comme la vitesse instantanée ou 
moyenne, la longueur d’ondulation du corps, la longueur du trajet effectué, les angles de flexion 
du corps ou de la tête, l’amplitude moyenne, le taux d’immobilité et plus encore. Dans ce 
contexte-ci, des paramètres de locomotion ont été choisis pour déterminer si les mutants TDP-
43(Q331K) et TDP-1(R393C) présentent des défauts de motilité. Le premier paramètre est la 
vitesse de reptation et celui-ci se mesure en milieu solide. Les trois autres paramètres, la vitesse 
de nage, l’activité et le taux de départs sont détectés en milieu liquide. Les vidéos de 30 secondes 
des nématodes ont été prises sur des boîtes de Petri NGM sans OP50 E. coli (source de nourriture 
un peu visqueuse). Cette optimisation a été faite pour favoriser la locomotion et pour avoir une 
meilleure détection des nématodes par le logiciel. En effet, en présence de nourriture, les 
nématodes n’ont pas tendance à effectuer de grands mouvements volontaires puisqu’ils ont 
accès à de la nourriture à proximité. Ainsi, sans nourriture, le temps de prendre la vidéo, les 
nématodes sont alors à la recherche active de bactéries E. coli (OP50). L’avantage de ce logiciel 
est qu’il est possible d’étudier différents paramètres sur chaque nématode individuellement à 
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travers le temps. Les modèles transgéniques et endogènes ont été étudiés à jour 1, 5 et 9 de vie 
adulte. Ces jours de vie adulte ont été choisis pour pouvoir visualiser l’effet des mutations sur un 
large spectre de la durée de vie des nématodes. Au départ, le jour 12 de vie adulte a également 
été inclus, mais à cet âge tous les nématodes sont sensiblement malades/vieux et les différences 
phénotypiques étaient non significatives (résultats non montrés). Les résultats sont intéressants 
lorsqu’il est possible d’observer une grande différence entre les souches mutantes et de type 
sauvage. C’est pour cette raison que l’intervalle d’analyse a été maintenu de jour 1 à jour 9 de vie 
adulte. Selon la Figure 9, que ce soit pour la vitesse de reptation, la vitesse de nage, l’activité ou 
le taux de départ, les taux du mutant transgénique TDP-43(Q331K) sont significativement réduits 
à jour 1, 5 et 9 de vie adulte comparativement aux contrôles TDP-43(WT) et WT. De plus, pour 
chaque paramètre, les taux du mutant TDP-43(Q331K) demeurent sensiblement stables et 
constants de jour 1 à jour 9 de vie adulte. Ceci suggère que le mutant transgénique possède des 
problèmes de motilité dès le début de l’âge adulte et que ceux-ci persistent jusqu’à jour 9. Pour 
ce qui est du mutant endogène TDP-1(R393C), les taux des paramètres de la vitesse de reptation, 
de la vitesse de nage et de l’activité diminuent de façon progressive avec le temps (Figure 10ABC). 
En effet, les taux de TDP-1(R393C) sont peu ou pas différents du contrôle WT à jour 1 et ceux-ci 
deviennent significativement plus bas à jour 5 de vie adulte. Pour certains paramètres comme la 
vitesse de nage, cette différence significative se maintient également à jour 9, mais pour d’autres, 
comme la vitesse de reptation et l’activité, les taux ont tendance à se stabiliser avec le contrôle 
WT. Ainsi, ces résultats suggèrent que le mutant endogène TDP-1(R393C) possède des défauts de 
motilité, mais que ceux-ci se manifestent progressivement avec l’âge des nématodes. Concernant 
le dernier paramètre soit le taux de départs (Figure 10D), il est difficile d’extrapoler une 
conclusion pour le mutant TDP-1(R393C). Les différents taux ne sont pas constants ou ne 
diminuent pas de façon proportionnelle en fonction des jours. Ainsi, pas tous les paramètres du 
logiciel WormLab sont pertinents pour montrer un phénotype d’un mutant. Chaque paramètre 
ou groupe de paramètres peut être spécifique pour une souche de C. elegans. Il est donc 
important, lors d’une caractérisation, de tester plusieurs paramètres pour voir lequel montre le 
meilleur phénotype pour le modèle d’intérêt. Par la suite, ce paramètre peut être utilisé avec le 
modèle pour effectuer un criblage de médicaments, par exemple. Dans ce cas-ci, le paramètre 
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WormLab où le phénotype de motilité semble le plus prononcé pour les mutants TDP-43(Q331K) 
et TDP-1(R393C) est celui de la vitesse de nage. En effet, lors de la nage, les nématodes effectuent 
des mouvements plus grands et plus amples que lorsqu’ils rampent. Cette différence de 
mouvement est perceptible par le logiciel et se traduit par un plus grand phénotype 
comparativement aux contrôles.  
4.3 L’intégrité du système nerveux moteur 
Pour pouvoir répondre à l’hypothèse du projet, le deuxième objectif est d’évaluer les 
répercussions des défauts génétiques sur l’intégrité du système nerveux moteur des mutants 
TDP-43(Q331K) et TDP-1(R393C). 
La SLA est une maladie neurodégénérative qui résulte en la perte progressive et sélective des 
neurones moteurs supérieurs et inférieurs chez l’humain. Ainsi, l’essai de paralysie a été effectué 
pour voir si les mutations dans TDP-43 et TDP-1 engendrent une paralysie dépendante de l’âge. 
La Figure 11 décrit le pourcentage de paralysie des nématodes (%) en fonction du nombre de 
jours de vie adulte. Seuls les 12 premiers jours de vie adulte ont été analysés pour être en mesure 
de distinguer la paralysie précoce du vieillissement normal des nématodes. Selon la Figure 11A, 
le taux de paralysie du mutant TDP-43(Q331K) est significativement plus élevé que celui des 
contrôles TDP-43(WT) et WT. La paralysie commence à se manifester chez le mutant transgénique 
vers les jours 5-6 de vie adulte. Ces résultats sont similaires avec un autre mutant transgénique 
qui exprime la protéine mutante TDP-43(A315T) également dans les neurones moteurs 
GABAergiques (68). Selon la Figure 11B, le mutant TDP-1(R393C) présente également un 
pourcentage de paralysie qui est significativement supérieur au contrôle WT. Cette paralysie du 
mutant endogène se distingue du contrôle de type sauvage vers le jour 6-7 de vie adulte. Ces 
résultats suggèrent que les mutants TDP-43(Q331K) et TDP-1(R393C) ont des déficits moteurs 
résultant en un phénotype de paralysie dépendant de l’âge. Il est possible de constater que la 
paralysie du mutant endogène commence plus tard que celui du mutant transgénique. Ces 
résultats concordent avec les défauts de motilité que l’on observe à l’aide des différents 
paramètres du logiciel WormLab. De plus, les déficits moteurs sont détectés plus tard pour les 
deux modèles avec l’essai de paralysie comparativement aux paramètres WormLab dont certains 
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phénotypes sont visibles dès jour 1 de vie adulte. Ainsi, ce récent logiciel semble plus précis pour 
la détection de phénotypes et celui-ci pourrait être utilisé pour déceler de faibles différences 
phénotypiques. 
Une façon d’évaluer l’intégrité du système nerveux des mutants transgéniques et endogènes est 
d’estimer la sensibilité de la transmission synaptique au pesticide aldicarbe. Les neurones 
moteurs excitateurs libérant l’acétylcholine et les neurones inhibiteurs libérant le GABA (acide γ-
aminobutyrique) sont responsable du mouvement des nématodes. Les récepteurs au niveau post-
synaptique des jonctions neuromusculaires (JNM) sont activés par l’acétylcholine libérée dans la 
fente synaptique entraînant une contraction des muscles. L’enzyme acétylcholinestérase est 
responsable de la dégradation de l’acétylcholine dans la fente synaptique ce qui arrête la 
neurotransmission. L’aldicarbe est un inhibiteur de l’acétylcholinestérase. Ainsi, en présence 
d’aldicarbe, l’acétylcholine s’accumule dans la fente synaptique provoquant une 
hypercontraction musculaire et générant une paralysie chez le C. elegans (Figure 24) (78). 
 
 
Figure 24. –  L’effet du pesticide aldicarbe sur les jonctions neuromusculaires (JNM). 
(A) Schéma d’une JNM avec les neurones moteurs présynaptiques GABAergiques (inhibiteurs) et 
cholinergiques (excitateurs), leurs neurotransmetteurs respectifs GABA et acétylcholine ainsi que 
les récepteurs correspondants postsynaptiques au niveau du muscle. L’aldicarbe provoque 
l’accumulation de l’acétylcholine dans la fente synaptique qui continue à se lier aux récepteurs 
postsynaptiques provoquant ainsi une contraction musculaire constante. (B) Les différentes 
possibilités de résultats à la suite d’un essai de paralysie en présence d’aldicarbe. Les mutants 
ayant une hypersensibilité à l’aldicarbe ont une transmission synaptique accrue et paralysent plus 
vite que les nématodes de type sauvage. Inversement, ceux ayant une résistance au pesticide ont 
une transmission synaptique réduite et paralysent moins vite que les nématodes WT (92). 
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Selon la Figure 12A, le taux de paralysie en présence de 1mM d’aldicarbe des deux souches 
transgéniques TDP-43(Q331K) et TDP-43(WT) est significativement supérieur au contrôle WT. Le 
pourcentage de paralysie du mutant endogène TDP-1(R393C) est également supérieur au 
contrôle WT (Figure 12B). Ces résultats montrent que les modèles TDP-43(WT), TDP-43(Q331K) 
et TDP-1(R393C) sont hypersensibles à l’inhibiteur de l’acétylcholinestérase et présentent des 
défauts de transmissions synaptiques. Le mutant TDP-43(A315T) dont le transgène est également 
exprimé dans les neurones moteurs GABAergiques possède également une hypersensibilité à 
l’aldicarbe (68). Une hypersensibilité à l’aldicarbe chez des nématodes mutants peut être 
engendrée soit par une signalisation cholinergique trop élevée ou soit par une signalisation 
GABAergiques trop faible (92). Dans toutes les souches, même WT, la signalisation cholinergique 
est très élevée en présence d’aldicarbe. Ainsi, ceci suggère que les défauts de transmissions 
synaptiques passeraient par les neurones moteurs GABAergiques. Il est difficile d’expliquer 
pourquoi la souche transgénique TDP-43(WT) est également sensible à l’aldicarbe. Ceci pourrait 
être expliqué par le fait que même s’il s’agit de la protéine de type sauvage, celle-ci est 
surexprimée dans une sous-population neuronale. Par contre, dans les autres essais visant à 
caractériser l’intégrité du système nerveux moteur, la souche TDP-43(WT) a tendance à agir de la 
même façon que le contrôle WT. 
Pour concrètement évaluer l’intégrité des neurones moteurs GABAergiques, les modèles TDP-43 
et TDP-1 ont été croisés avec un marqueur fluorescent spécifique (unc-47) et ceux-ci ont été 
observés à l’aide de la microscopie à fluorescence à jour 1, 5 et 9 de vie adulte. La 
neurodégénérescence est caractérisée par des ruptures de fluorescence sur les projections 
axonales des neurones moteurs GABAergiques. Selon la Figure 13A, le pourcentage de 
neurodégénérescence du mutant TDP-43(Q331K) est significativement plus élevé que les 
contrôles TDP-43(WT) à jour 1 et 9 de vie adulte. Par contre, ce n’est pas le cas à jour 5. Ceci peut 
être expliqué par le fait que beaucoup de nématodes TDP-43(Q331K) sont perdus durant les 
premiers jours de vie adulte. En effet, certains meurent de façon prématurée tandis que d’autres 
ont le phénotype de « worm bagging » et sont donc exclus de l’expérience. Il s’agit de l’éclosion 
des œufs à l’intérieur des nématodes et ceci est généralement provoqué par les bactéries 
desquelles ils se nourrissent (93). Ce phénotype peut être plus récurrent pour une souche en 
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particulier, mais la raison reste inconnue. Ainsi, pour contrer cette perte de nématodes et avoir 
un portrait plus précis de la neurodégénérescence de ce mutant, il serait possible de débuter 
l’expérience avec plus de nématodes ou de la répéter plus que trois fois. Selon la Figure 13B, il 
est possible de visualiser que le mutant TDP-43(Q331K) possède davantage de ruptures de 
fluorescence dans ses projections axonales que les contrôles TDP-43(WT) et WT à jour 1 et 9 de 
vie adulte. La neurodégénérescence du mutant transgénique a été caractérisée davantage pour 
investiguer si les ruptures de fluorescence se retrouvaient plus sur la corde ventrale ou dorsale 
des neurones GABAergiques des nématodes. Selon la Figure 14, les ruptures de fluorescence 
semblent se retrouve davantage sur la corde ventrale des souches transgéniques TDP-43(WT) et 
TDP-43(Q331K). Ce résultat ne correspond pas aux évidences cliniques. En effet, la SLA est 
considérée comme une axonopathie distale voulant dire que la neurodégénérescence débuterait 
aux extrémités des axones des neurones moteurs, voir même aux JNM (94). Comme mentionné 
précédemment, les corps cellulaires des neurones moteurs GABAergiques se retrouvent sur la 
corde ventrale du nématode. Ainsi, pour le modèle transgénique TDP-43(Q331K), la 
neurodégénérescence débuterait davantage au niveau proximal, proche des corps cellulaires des 
neurones moteurs GABAergiques. Ceci pourrait être expliqué par le fait que le transgène est 
surexprimé spécifiquement dans ce sous-type de neurone engendrant ainsi un phénotype 
neurodégénératif plus agressif. L’évaluation de l’intégrité des neurones moteurs GABAergiques a 
également été effectuée pour le modèle endogène TDP-1(R393C). Selon la Figure 15A, le 
pourcentage de neurodégénérescence de ce dernier augmente de jour 1 à jour 9 de vie adulte, 
mais est seulement significativement différent du contrôle WT à jour 9. Ceci suggère que la 
neurodégénérescence apparaît de façon plus tardive dans ce modèle endogène 
comparativement au modèle transgénique. Selon la Figure 15B, il est possible de visualiser que le 
mutant TDP-1(R393C) possède davantage de ruptures de fluorescence dans ses projections 
axonales que le contrôle WT à jour 9 de vie adulte. Selon la Figure 16, la neurodégénérescence 
du mutant endogène TDP-1(R393C) semble apparaître davantage sur la corde dorsale des 
nématodes du jour 1 à jour 9 de vie adulte. La corde dorsale correspond aux prolongations des 
axones partant des corps cellulaires localisés sur la corde ventrale. Cette spécificité dorsale chez 
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le mutant endogène coïncide avec ce que l’on observe chez les patients; à savoir que la 
neurodégénérescence de la SLA débute au niveau distal des axones (94). 
4.4 L’effet de médicaments pour la SLA sur les modèles mutants TDP-43 
et TDP-1 
La SLA étant une maladie complexe et multifactorielle, le développement de thérapies efficaces 
est un défi pour la communauté scientifique. Les seuls médicaments approuvés par la FDA 
américaine sont le riluzole et l’edaravone (31). Ces deux médicaments semblent être en mesure 
de ralentir la progression de la maladie et prolonger l’espérance de vie des patients, mais de façon 
modeste (32). Des essais de paralysie ont été effectués sur le mutant transgénique TDP-
43(Q331K) et endogène TDP-1(R393C) pour vérifier si ces modèles répondent efficacement en 
présence de ces deux médicaments pour la SLA. 
Selon la Figure 17, le composé riluzole n’a pas d’effet neuroprotecteur sur les modèles mutants, 
même que dans certains cas, celui-ci accentue la paralysie des nématodes. Ces résultats sont 
similaires avec une autre étude dont le riluzole (10 μM) n’a pas amélioré le taux de paralysie de 
leur mutant TDP-43(A315T) en milieu liquide (95). D’autres études ont noté un léger effet 
neuroprotecteur sur leurs modèles de C. elegans, mais à une concentration supérieure de riluzole. 
En effet, à une concentration de 33 μM, le riluzole a légèrement amélioré des défauts 
neuromusculaires dans un modèle C. elegans d’amyotrophie spinale (nombre de courbure du 
corps par minute) (96). La vitesse moyenne (mm/sec) d’un modèle de surexpression de TDP-43 
pan-neuronal est un peu augmentée lorsque traité avec 100 μM de riluzole (97). Ainsi, il serait 
intéressant de refaire des essais de paralysie pour voir si une concentration supérieure de riluzole 
est requise pour observer un effet neuroprotecteur dans les modèles TDP-43(Q331K) et TDP-
1(R393C). Sinon, une autre explication est que l’effet neuroprotecteur du riluzole agit par un autre 
mécanisme que celui engendré par les protéines TDP-43 et TDP-1 mutantes. En effet, la cible 
biochimique du riluzole dans les maladies des neurones moteurs est encore inconnue (96). Dans 
un contexte plus large de modèles de la SLA, une étude a évalué l’effet thérapeutique du riluzole 
sur un modèle transgénique de rat exprimant la protéine humaine mutante TDP-43(M337V). Par 
rapport au contrôle, l’administration du riluzole (30 mg/kg/jour) n’a pas modifié les différentes 
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neuropathologies observées dans ce mutant (98). De plus, une autre étude a évalué l’effet du 
riluzole (22 mg/kg) sur trois différents modèles de souris SLA : SOD1(G93A), TDP-43(A315T) et 
FUS(1-359). Le traitement au riluzole n’a pas eu d’effet sur la durée de vie des trois modèles et 
n’a eu aucun impact significatif sur le déclin des performances motrices des modèles 
transgéniques FUS(1-359) et SOD1(G93A) (99). Ainsi, la faible efficacité du riluzole sur les modèles 
TDP-43/TDP-1 de C. elegans concorde avec les effets modestes observés dans ces autres modèles 
de SLA. Étant donné que le riluzole a été approuvé par la FDA en 1995 et que la majorité des 
modèles de SLA n’étaient pas encore développés, une question se pose quant aux standards 
utilisés dans les études pré-cliniques qui ont mené à l’approbation de ce médicament pour la SLA. 
Selon la Figure 18, le composé edaravone possède un effet neuroprotecteur sur les modèles TDP-
43(Q331K) et TDP-1(R393C). En effet, le pourcentage de paralysie de ces mutants est 
significativement réduit lorsqu’ils sont traités avec le composé. Le pourcentage de paralysie des 
contrôles TDP-43(WT) et WT reste inchangé. Très peu d’articles ont évalué l’effet de l’edaravone 
sur des modèles de SLA de C. elegans. Par contre, ce composé est régulièrement utilisé comme 
contrôle positif dans le laboratoire. L’exact mécanisme d’action de l’edaravone dans le traitement 
de la SLA est encore inconnu, mais son effet thérapeutique semble passé par ses propriétés 
antioxydantes (31). Étant donné que l’edaravone semble efficace uniquement pour les modèles 
mutants, ceci suggère que la toxicité des protéines mutantes TDP-43/TDP-1 engendre un stress 
du réticulum endoplasmique (« ER stress ») et que celles-ci auraient possiblement de la difficulté 
à se replier dans le RE (100, 101). Dans un contexte plus large de modèles de la SLA, une étude a 
testé l’effet de l’edaravone sur un modèle transgénique de souris SLA exprimant la protéine 
SOD1(G93A). Les résultats ont montré que l’edaravone réduit les déficits moteurs des souris et 
préserve les neurones moteurs de la moelle épinière (102). Un autre groupe a testé l’efficacité de 
l’edaravone avant son approbation par la FDA sur les mêmes modèles mutants de souris SOD1 
que précédemment. Les résultats montrent que l’edaravone est efficace pour ralentir le déclin 
moteur et la dégénérescence des neurones moteurs de ces souris transgéniques (103). Une autre 
étude a observé l’effet de l’edaravone dans un modèle transgénique de rat SOD1(H46R). Les 
résultats ont montré que l’edaravone a amélioré significativement les performances des 
fonctions motrices de ces rats transgéniques (104). Ainsi, l’edaravone possède davantage d’effet 
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neuroprotecteur sur les modèles de souris et de rats de la SLA comparativement au riluzole. Les 
résultats obtenus avec les modèles TDP-43/TDP-1 de C. elegans concordent avec ces résultats.  
4.5 Autre mutation endogène dans tdp-1 
Un autre modèle TDP-1 a été obtenu par le laboratoire pour s’assurer que pas toutes les 
mutations dans le gène tdp-1 résultent en des défauts de motilité et/ou une 
neurodégénérescence liée à l’âge. La mutation R258C se situe dans le premier domaine de motif 
de reconnaissance de l’ARN (RRM1) chez le C. elegans (Figure 19). Selon la Figure 20, le niveau 
d’expression de l’ARNm tdp-1 normalisé par ama-1 dans ce mutant est sensiblement au même 
niveau endogène que le contrôle de type sauvage WT. De plus, le niveau d’expression de tdp-1 
de TDP-1(R258C) est presque identique à celui du mutant endogène TDP-1(R393C). Ceci confirme 
que l’expression du gène en question est au niveau endogène. Que ce soit par les différents 
paramètres du logiciel WormLab (Figure 21ABC) ou l’essai de paralysie (Figure 21D), la mutation 
R258C dans TDP-1 n’engendre pas de phénotype moteur. Tout comme le mutant TDP-1(R393C), 
la mutation R258C n’a pas d’impact sur la durée de vie des nématodes (Figure 21E). Ceci suggère, 
encore une fois, qu’une seule mutation faux-sens peut ne pas influencer la durée de vie de façon 
significative. Par contre, selon la Figure 21F, le mutant semble faiblement sensible à l’aldicarbe 
suggérant de légers défauts de transmission synaptique. Le mutant TDP-1(R258C) ne semble pas 
présenter une neurodégénérescence liée à l’âge qui n’est pas dû au vieillissement normal des 
nématodes (Figure 22). De plus, la neurodégénérescence liée au vieillissement normal de TDP-
1(R258C) est majoritairement dorsale au niveau des projections axonales tout comme le mutant 
endogène TDP-1(R393C) (Figure 23). Ceci confirme que l’apparence de la neurodégénérescence 
prématurée liée à l’âge de TDP-1(R393C) se présente de façon endogène/basale.  
Comme mentionné précédemment, TDP-43 contient deux domaines de motif de reconnaissance 
d’ARN (RRM1 et RRM2) qui sont hautement conservés. Ces domaines possèdent des fonctions 
distinctes. En effet, RRM1 possède une haute affinité pour l’ARN tandis que RRM2 augmente la 
spécificité de reconnaissance de l’ARN par RRM1. Une récente étude propose la présence d’un 
pont salin entre 2 résidus de chaque domaine (Arg151 - Asp247) et ce pont dicterait l’affinité et 
la spécificité de liaison à l’ARN de TDP-43 (105). Ce groupe a généré par CRISPR-Cas9 un modèle 
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de C. elegans dont la mutation R219A dans le RRM1 de TDP-1 est homologue à celle dans TDP-43 
(R151A). Différents paramètres de locomotion du logiciel WormLab (longueur du trajet, longueur 
d’ondulation et amplitude), ont été significativement réduits chez le mutant TDP-1(R219A) au 
même niveau qu’un modèle « knockout » tdp-1(ok803) (85). Une légère, mais significative, 
augmentation de la durée de vie des nématodes a également été notée pour TDP-1(R219A) et 
tdp-1(ok803). Ainsi, leurs données suggèrent que le résidu R219A est nécessaire pour les 
fonctions de TDP-1 (105). Ces résultats laissent supposer que le résidu R258C, qui est également 
dans le domaine RRM1, n’est pas nécessaire à l’intégrité du pont salin entre les deux RRMs. De 
plus, il se peut que la mutation R258C dans le domaine RRM1 engendre des problèmes d’affinité, 
de spécificité et de régulation d’ARN, mais que ceux-ci ne résultent pas en une perte neuronale 
ou des défauts de motilité dans le modèle TDP-1(R258C). 
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4.6 Perspectives futures 
4.6.1 Transfert de la pathologie de TDP-43 
De récentes études suggèrent qu’une protéinopathie pourrait être transférée d’un type cellulaire 
à un autre et que ceci pourrait être un mécanisme commun pour l’apparition et la progression de 
plusieurs troubles neurodégénératifs (106-108). Ainsi, étant donné que le modèle transgénique 
exprime la protéine mutante TDP-43 dans les neurones moteurs GABAergiques uniquement, il 
serait intéressant d’évaluer si la pathologie de TDP-43 est transférée aux neurones cholinergiques 
en évaluant la neurodégénérescence de ce dernier type neuronal. Pour le modèle endogène 
exprimant de façon ubiquitaire la protéine mutante TDP-1, il serait intéressant d’observer par 
microscopie à fluorescence si les niveaux de neurodégénérescence sont similaires dans les 
neurones moteurs cholinergiques et GABAergiques. Les modèles ont déjà été croisés avec une 
souche exprimant une protéine fluorescente dans les neurones cholinergiques (d’une couleur 
différente que celle exprimée dans les neurones GABAergiques).  
4.6.2 Agrégation de TDP-43/TDP-1 
Comme mentionné précédemment, l’agrégation cytoplasmique de TDP-43 est une des causes de 
la neurodégénérescence observée dans les neurones moteurs des patients SLA (38). Des modèles 
in vitro exprimant la protéine TDP-43 recombinante arborant des mutations liées à l’ALS, dont 
Q331K, ont montré avoir une agrégation accrue favorisant ainsi la cytotoxicité dans les cellules 
(26, 109). Un futur objectif du projet pourrait être d’analyser les conséquences de l’expression 
des protéines mutantes TDP-43/TDP-1 sur l’agrégation dans les modèles in vivo. Pour ce faire, un 
«Filter Retardation Assay » pourrait être envisagé. Cette méthode est similaire à 
l’immunobuvardage de type Western excepté que les agrégats protéiques résistants au SDS 
(dodécyl sulfate de sodium) sont filtrés et retenus par une membrane de cellulose. La ou les 
protéines d’intérêts sont ensuite détectées à l’aide d’AC spécifiques (110). Cette technique ne 
devrait pas causer de problèmes pour le modèle transgénique puisque des AC spécifiques contre 
la protéine humaine TDP-43 sont accessibles. Par contre, très peu d’AC contre les protéines de C. 
elegans TDP-1 sont disponibles. Ainsi, une autre perspective serait de générer des AC pour des 
fragments spécifiques de TDP-1. Il serait également possible de traiter les modèles TDP-43 et TDP-
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1 avec des inhibiteurs d’agrégation, comme le bleu de méthylène, pour observer leurs impacts 
sur les phénotypes des modèles (111). En effet, le bleu de méthylène, faisant partie de la famille 
des phénothiazines, a restauré des phénotypes toxiques comme un dysfonctionnement neuronal 
dans un mutant TDP-43 (95). Si le traitement à ce composé améliore l’intégrité du système 
nerveux des mutants TDP-43(Q331K) et TDP-1(R393C), ceci suggérerait que la toxicité 
proviendrait, du moins en partie, de l’agrégation protéique.  
4.6.3 Interactions génétiques 
Comme mentionné précédemment, plusieurs gènes ont été associés avec le spectre des troubles 
SLA-DFT (FUS, SOD-1, C9orf72, TARDBP, MAPT, etc). Une perspective intéressante serait de tester 
comment tous ces gènes SLA-DFT se modifient entre eux (112). Pour ce faire, étant donné que le 
mutant endogène TDP-1 semble être un modèle physiologiquement représentatif de la maladie, 
il serait possible de le croiser avec d’autres souches CRISPR-Cas9 ayant des mutations dans des 
gènes endogènes de C. elegans (fust-1, sod-1, alfa-1, ptl-1, etc). Ainsi, ces croisements 
permettront de vérifier s’il y a des interactions génétiques entre ces gènes et d’évaluer leurs 
effets sur les phénotypes observables (113). 
4.6.4 Étude des dérégulations de TDP-43/TDP-1 
Les modèles mutants TDP-43 et TDP-1 permettront d’étudier les différentes dérégulations 
causées par ces protéines dans la SLA (Figure 25). Étant donné que les fonctions de TDP-43 et 
TDP-1 sont similaires, ceci peut s’appliquer pour la protéine orthologue du C. elegans également. 
Ces mutants peuvent servir à examiner l’assemblage anormal de granules de stress, la mauvaise 
régulation de l’autophagie, la formation et l’agrégation toxiques de fragments C-terminal, 
l’altération du processus d’endocytose, l’inhibition de la voie endolysosomale ou encore la 





Figure 25. –  Schématisation des différentes pathologies induites par TDP-43. 
Plusieurs dérégulations cellulaires de TDP-43 ont été associées à la SLA, comme la perte de 
localisation nucléaire qui déstabilise le métabolisme normal de l’ARN et mène à une baisse de 
l’autorégulation des niveaux de TDP-43 (26).  
 
4.6.5 La voie de signalisation de l’insuline 
Plusieurs études ont établi un lien entre TDP-43/TDP-1 et la voie de signalisation de l’insuline/IGF-
1 qui est hautement conservée à travers les espèces (66, 85). Chez le C. elegans, cette voie est 
impliquée dans le métabolisme, le développement, la résistance, la fécondité, la résistance au 
stress cellulaire et la longévité des nématodes (85). La longévité des nématodes est partiellement 
médiée par le facteur de transcription en aval de la voie de signalisation, DAF-16, qui lui est régulé 
négativement par le récepteur insuline-IGF-1, DAF-2 (Figure 26) (66). Lorsque daf-2 est muté, 
DAF-16 est constitutivement activé et la vie moyenne de ces nématodes est doublée (114). Étant 
donné que le mutant TDP-43(Q331K) possède une durée de vie diminuée, il est possible que la 
protéine mutante ait un impact sur la voie de signalisation de l’insuline. Il serait possible de croiser 
ce modèle avec le mutant daf-2 qui augmente la durée de vie. Suite au croisement, si l’espérance 
de vie des nématodes augmente, ceci suggère que la voie de signalisation de l’insuline est 
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impliquée dans la toxicité de TDP-43. De plus, une étude propose que des perturbations de la voie 
de signalisation de l’insuline affectent la fertilité et le développement embryonnaire des C. 
elegans (115). Le possible lien entre cette voie de signalisation et la toxicité de TDP-43 est d’autant 
plus intéressant puisque le nombre de progénitures est considérablement diminué chez le mutant 
TDP-43(Q331K) (résultats non montrés).  
 
Figure 26. –  Composantes régulatrices conservées de la longévité de la voie de signalisation de 
l’insuline/IGF-1 chez C. elegans. 
Les peptides de type insuline se lient au récepteur insuline/IGF-1 DAF-2 ce qui mène à sa 
phosphorylation. L’inhibition du récepteur DAF-2 diminue la liaison au substrat du récepteur 
insuline IST-1 ce qui diminue l’activité de la kinase AGE-1 qui convertit le PIP2 en PIP3. La 
phosphatase DAF-18 possède l’activité inverse, soit de convertir le PIP3 en PIP2. Des niveaux bas 
de PIP3 entraînent une diminution de l’activité des kinases PDK-1 et AKT-1/2 ce qui active le 
facteur de transcription DAF-16. La réduction de la signalisation de cette voie augmente aussi 
l’activité des facteurs de transcription de choc thermique HSF-1 et SKN-1 qui eux, régulent 
l’expression des gènes cibles responsables de la longévité. Figure adaptée de (116). 
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4.6.6 Criblage de molécules thérapeutiques 
Il serait intéressant d’effectuer un criblage de molécules sur les mutants TDP-43 et TDP-1 pour 
être en mesure d’identifier des modificateurs positifs et négatifs de ces modèles. Ceux ayant un 
effet thérapeutique sur les mutants pourront servir de guide pour identifier des mécanismes ou 
voies de signalisation qui sont impliqués dans la toxicité de ces protéines. Les meilleures cibles 
pourront ensuite être validées dans d’autres organismes modèles de la SLA comme le poisson-
zèbre, la souris, le rat, etc (37). Ceci dans le but de développer des stratégies thérapeutiques pour 




Chapitre 5 – Conclusion 
En conclusion, selon les deux objectifs proposés, ces nouveaux modèles de C. elegans 
transgéniques TDP-43(Q331K) et endogènes TDP-1(R393C) peuvent récapituler plusieurs aspects 
phénotypiques clés de la SLA tels que des déficits moteurs, une transmission synaptique altérée, 
une neurodégénérescence liée à l’âge générant une paralysie et une durée de vie diminuée 
(uniquement pour le modèle transgénique). 
La souche transgénique est le premier modèle C. elegans de la SLA qui exprime la protéine 
humaine mutante TDP-43(Q331K) dans les neurones moteurs GABAergiques. Ce modèle semble 
arborer un phénotype de motilité plus fort, et ce, même au début de l’âge adulte. Ceci suggère 
que TDP-43(Q331K) serait un bon modèle pour le dépistage génétique de médicaments pour la 
SLA. Le modèle endogène de C. elegans exprimant de manière ubiquitaire la protéine mutante 
TDP-1(R393C) semble posséder un phénotype moteur plus subtil qui tend à augmenter en 
intensité avec le temps. Ce mutant reflète davantage les phénotypes pathologiques observés chez 
les patients atteints de la SLA. 
Ces modèles TDP-43/TDP-1 procurent une expression physiologique différente des protéines 
mutantes et donc, des phénotypes de niveaux d’intensités variables. 
Ainsi, l’hypothèse de recherche stipulant que par sa mutation dans un gène endogène, l’absence 
de surexpression et l’expression ubiquitaire de la protéine TDP-1, le mutant endogène reflétera 
plus précisément l’expression physiologique du gène dans la maladie humaine est confirmée. 
Ces nouveaux modèles transgéniques et endogènes seront disponibles pour la communauté de 
recherche. Ils constitueront des outils utiles pour élucider de nouveaux mécanismes 
pathogéniques de la SLA ainsi que de bons candidats pour le criblage génétique et le 
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1. Souches de C. elegans utilisées 
Tableau 3. –  Liste des noms et génotypes des différentes souches. 




Nom utilisé dans le 
mémoire 
Génotype 
PD1074 N2 WT Wild-type 
XQ106  unc-47 ::GFP unc-47p::GFP 
XQ820 XQ360 unc-47::mCherry unc-17p::GFP; unc-47p::mCherry 
XQ771  TDP-43(Q331K) unc-119(ed3); xqls771(myo-2::mCherry; 
unc-47p::TDP-43(Q331K);unc-119(+)) 





XQ778  TDP-1(R258C) tdp-1(gk149996) 








XQ841 PHX1905 crTDP-1(R258C) tdp-1(syb1905) 




Tableau 4. –  Amorces utilisées pour le séquençage. 
TDP-43(WT) & 
TDP-43(Q331K) 
Sens 5’- GTC TCT TTG TGG AGA GGA CTT GAT C -3’ 
Anti-sens 5’- GGT TTG GCT CCC TCT GCA TG -3’ 
TDP-1(R393C) & 
TDP-1(R258C) 
Sens 5’- TGC TAC TGG TTT GAA GTA C -3’ 
Anti-sens 5’- CCT CTT GTC TTA CCA ATT CT -3’ 
crTDP-1(R393C) Sens 5’- AGG CTT TGC ATT CGT TAC GC -3’ 
Anti-sens 5’- ACA CGA GTT CCG AGG TTG CC -3’ 
crTDP-1(R258C) Sens 5’- CCA GTT GAC CTC ATC GTG CT -3’ 
Anti-sens 5’- GTA ATC TTG TGG TGG GCG GA -3’ 
 
Tableau 5. –  Amorces utilisées pour le génotypage (PCR ou HRM). 
TDP-43(WT) & 
TDP-43(Q331K) 
Sens 5’- GTC TCT TTG TGG AGA GGA CTT GAT C -3’ 
Anti-sens 5’- GGT TTG GCT CCC TCT GCA TG -3’ 
TDP-1(R393C) & 
crTDP-1(R393C) 
Sens 5’- AAA TGA AGC ACC TCT GCC CAT G -3’ 
Anti-sens 5’- GAG AGA ATC ACC ATC CTG GT -3’ 
TDP-1(R258C) & 
crTDP-1(R258C) 
Sens 5’- TTG AGC AGA CTT TGC AGG -3’ 
Anti-sens 5’- CTA CTT TGT CTG TGA GCC TTC C -3’ 
 
